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Résumé 
L'analyse de la topologie du canal TRPV5 (gen bank AJ133128) dans la 
section du filtre de sélectivité a été effectuée par une étude de SCAM et une 
modélisation moléculaire par alignement de structures secondaires effectuée à 
l'aide du logiciel Sam-T06. Le logiciel Sam-T06 a identifié la protéine Kv1.2 comme 
canevas potentiel pour une modélisation de TRPV5. Un modèle 3D de TRPV5 a 
été réalisé, basé sur les données cristallines de Kv1.2 et sur des contraintes 
imposées au site de liaison de TRPV5 au Ca2+, elles-mêmes tirées des sites de 
liaison de la calmoduline au Ca2+. Le modèle est cohérent avec les données de 
SCAM précédemment publiées. L'étude de SCAM a été faite sur les résidus allant 
de 1541 à Y547. Les résultats furent une inhibition significative des courants 
macroscopiques des constructions 0542C, G543C, P544C, A545C et Y547C 
après exposition aux composés MTS chargés positivement MTSEA, MTSET et 
MTSMT. Le courant macroscopique de la construction 1541 C n'a, quant à lui, subi 
aucun effet lorsque exposé à des composés MTS. Cependant, lorsque nous avons 
testé l'accessibilité de 1541 en enlevant le résidu 0542 (construction 1541 C+0542G 
et 1541 C+0542N) les courants macroscopiques ont été inhibés par tous les 
composés MTS testés (MTSEA, MTSET, MTSMT et MTSES). Ces résultats, en 
combinaison avec le modèle de TRPV5, montrent que le filtre de sélectivité de 
TRPV5 a une ouverture large dans laquelle projettent les chaînes latérales des 
résidus du filtre de sélectivité et que le résidu 0542 forme le point de constriction 
du canal en formant un anneau autour de l'axe de conduction. 
Mots-clés: modélisation 3D, TRPV5, alignement de structures secondaires, 
SCAM, canaux ioniques, canaux unitaires, filtre de sélectivité. 
IV 
Abstract 
The transient receptor potential type V5 (TRPV5) channel is a six-transmembrane 
domain ion channel that is highly selective to Ca2 . To study the topology of the 
selectivity tilter using the substituted cysteine accessibility method (SCAM), 
cysteine mutants at positions 541-547 were studied as heterotetramers using 
dimeric constructs that couple the control channel in tandem with a cysteine-
bearing subunit. Whole cell currents of dimeric constructs D542C, G543C, P544C, 
A545C, and Y547C were rapidly inhibited by positively charged 2-(trimethyl 
ammonium)methyl methane thiosulfonate bromide (MTSMT), 2-
(aminoethyl)methane thiosulfonate bromide (MTSEA), and 2-(trimethyl 
ammonium)ethyl methane thiosulfonate bromide (MTSET) reagents, whereas 
D542C, P544C, and A545C were inhibited only by negatively charged sodium 2-
(sulfonatoethyl)methane thiosulfonate (MTSES). In contrast, the 1541 C dimer 
remained insensitive to positive and negative reagents. However, 1541 C/D542G 
and 1541 C/D542N dimeric constructs were rapidly «30 s) and strongly inhibited by 
positively and negatively charged methane thiosulfonate reagents, suggesting that 
removing two of the four carboxylate residues at position 542 disrupts a 
constriction point in the selectivity filter. Taken together, these results establish that 
the side chains of contiguous amino acids in the selectivity filter of TRPV5 are 
rapidly accessible from the external medium, in contrast to the three-dimensional 
structure of the selectivity filter in K+ channels, where main chain carbonyls were 
shown to project toward a narrow permeation pathway. The 1541 C data further 
suggest that the selectivity filter of the TRPV5 channel espouses a specific 
conformation that restrains accessibility in the presence of four carboxylate 
residues at position 542. 
Keywords : SCAM, Selectivity filter, TRPV5, ions channel, 3D modeling, 
secondary structure alignments, single channel. 
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1. Introduction 
Le projet de ce mémoire est l'étude de la structure 3D de la région du filtre 
de sélectivité du canal cationique TRPV5 (Transie nt Receptor Potential). Celle-ci 
sera effectuée à l'aide d'une analyse de la topologie extracellulaire par SCAM ainsi 
que de modélisation moléculaire par alignement de structures secondaires. 
1.1. Protéines membranaires : vue d'ensemble 
1.1.1. La membrane cytoplasmique et les protéines membranaires 
La membrane cytoplasmique sépare le cytoplasme du milieu extracellulaire, 
ce qui lui permet de contrôler les échanges et la communication entre la cellule et 
le milieu extracellulaire. Les membranes sont formées de lipides, protéines et 
glucides. Le modèle généralement accepté pour décrire l'arrangement des 
membranes est le modèle de la mosaïque fluide développé par S.J. Singer et G. 
Nicolson [1] (figure 1). Selon ce modèle, la membrane est formée d'une trame de 
lipides amphiphatiques dans laquelle s'enchâssent des protéines. Les lipides des 
membranes sont en majorité des phospholipides formés d'une tête polaire et de 
deux chaînes hydrophobes. En milieu aqueux, ces lipides s'assemblent 
spontanément sous forme d'un agglomérat plan, les chaînes apolaires 
s'assemblant en un plan hydrophobe et les têtes polaires faisant face au milieu 
extérieur aqueux. Cet arrangement forme une membrane très étanche pour une 
grande majorité de molécules solubles dans l'eau, ce qui permet l'isolation 
chimique des compartiments cellulaires et le contrôle des déplacements de 
molécules par des protéines de transport. 
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Figure 1. La mosaïque fluide Le modèle des membranes biologiques développé par 
Singer-Nicholson en 1972 et amélioré avec le temps. Reproduction de [2]. 
Une membrane de lîpides purs est pratiquement imperméable aux 
substances polaires. Ce sont les protéines membranaires qui sont majoritairement 
responsables de la spécialîsation du transport au travers des membranes. Bien 
que chaque membrane ait une composition lipidique qui lui soit propre, la fonction 
d'une membrane peut souvent être déterminée par la nature des protéines 
membranaires qu'elle contîent Les protéines sont donc très importantes dans la 
compréhension du transport membranaire. 
Toutes les protéines sont formées de l'assemblage des 20 A.A. (acides 
aminés) aux propriétés physiques variables: taille, charge, polarité, flexibilité et 
capacité à former des liaisons chimiques. Les possibilités presque infinies 
d'arrangement (pour une petite protéine de 30 A.A., il ya 5,37x1037 assemblages 
possibles) permettent de former des molécules aux propriétés voulues. Cette 
polyvalence permet aux protéines de remplir d'importants rôles. 
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Par définition, les protéines membranaires diffèrent des protéines solubles 
du fait qu'elles sont enchâssées dans la membrane biologique et liées à elle par 
des interactions hydrophobes. Elles forment par conséquent une classe de 
protéines à part entière ayant des caractéristiques qui leur sont propres. Comme la 
chaîne principale des protéines est polaire, il est énergiquement défavorable de les 
insérer dans une membrane. 
Figure 2. Un A.A., avec sa chaîne principale et son résidu (R) 
Pour contrer ce problème, les protéines membranaires doivent appareiller leurs 
charges partielles et les isoler du milieu hydrophobe. Pour y arriver, la chaîne 
principale de ces protéines prend une forme compacte maintenue grâce à des 
liaisons hydrogènes (hélice a ou feuillet 13) enveloppées de résidus hydrophobes 
qui forment des segments transmernbranaires. Les liaisons hydrogènes diminuent 
l'énergie du système en appareillant les charges partielles. Les résidus 
hydrophobes forment l'interface membrane/protéine. 
La stabilité des protéines membranaires est favorisée par une augmentation 
de la surface de la zone transmembranaire. Par conséquent, les complexes 
membranaires sont souvent formés de plusieurs segments transmembranaires. La 
présence de résidus amphiphatiques au niveau de l'interface membrane/milieu 
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aide aussi à la stabilité des protéines mernbranaires. Par conséquent, on retrouve 
souvent de gros résidus aromatiques partiellement polaires dans les têtes des 
phospholipides de la membrane (Tyr ou Trp). Les protéines membranaires sont 
facîlement différentiables des protéines globulaires de par leur arrangement en 
segmen1s 1ransmembranaires empilés perpendiculairement au plan prédit de la 
membrane (figure 3). 
Figure 3. Protéines membranaires vs protéines solubles On différencie 
clairement la structure des protéines membranaires, comportant des segments 
trallsmembrallaires orientés perpendiculairement à un plan, de ceJle des protéines solubles, 
sans orientation. Bien que les protéines soient cristallisées en absence de membrane, il est 
généralement accepté que les segments empilés sont perpendiculaires au plan de la 
membrane in vivo; (OMPA lBXW.pdb , aquaporine 2B5F.pdb, hémoglobine IGZX.pdb). 
En raison de leur faible solubilité, l'étude structurale des protéines 
membranaÎres connaît un retard énorme vis-à-vis de notre connaissance des 
protéines solubles. Bien que les gènes codant pour des protéines membranaires 
représentent environ 30% des gènes des organismes eucaryotes [3], elles ne 
représen1ent pas plus de 1% des s1ructures 3D résolues à ce jour. 
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1.1.2. Transport membranaire 
Un des rôles fondamentaux de la membrane, et, par conséquent, des 
protéines membranaires, est d'assurer la communication et le transport de 
substrats entre la cellule et le milieu extracellulaire. Ce transport membranaire 
constitue un élément important de plusieurs phénomènes physiologiques vitaux 
tels que le maintien de l'homéostasie, les potentiels d'action, la respiration 
cellulaire, etc. 
Le transport membranaire définit le passage de substrat de part et d'autre 
de la membrane. Les protéines membranaires facilitent le passage de molécules 
polaires ou chargées qui normalement seraient très fortement ralenties par la 
barrière d'énergie associée au passage à travers le plan hydrophobe au cœur des 
membranes. Pour permettre les échanges de ces produits à travers la membrane, 
une multitude de protéines spécialisées dans le transport se mettent à l'œuvre. 
Ces protéines de transport se classent en deux grandes catégories, les protéines 
de transport actif et les protéines de transport passif. Le transport actif nécessite 
un apport d'énergie pour effectuer le transport et permettre l'accumulation d'un 
composé contre son gradient électrochimique. Le transport passif ne nécessite 
aucun apport d'énergie et facilite simplement l'atteinte de l'équilibre de part et 
d'autre de la membrane en abaissant la barrière d'énergie liée au passage par la 
membrane. Il s'agit d'un équilibre électrochimique pour les ions et d'un équilibre 
chimique pour les substrats non chargés et non couplés avec un transport d'ions. 
Le transport actif se subdivise en deux catégories différentes, le transport 
actif primaire et le transport actif secondaire. Pour le transport actif primaire, 
l'énergie nécessaire au transport est obtenue par l'hydrolyse d'une liaison 
phosphate à haute énergie sur l'ATP (ATP -7 ADP). Cette catégorie inclut le 
transport effectué par toutes les ATPases. Ces protéines sont essentielles au bon 
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fonctionnement des cellules, on y retrouve la H+ -ATPase, responsable du gradient 
H+ dans les mitochondries et la Na+,K+-ATPase, responsable du maintien des 
gradients transmembranaires de K+ et Na+ et, de ce fait, du potentiel membranaire. 
Le transport actif secondaire prend, quant à lui, sa source d'énergie dans un 
gradient électrochimique favorable préalablement généré par un transporteur actif 
primaire. Chez les cellules eucaryotes, la grande majorité des transporteurs 
secondaires se servent du gradient d'ions Na+ comme source d'énergie. On 
retrouve dans cette catégorie de transporteurs tous les co-transporteurs ou les 
antiports. 
Le transport passif ne requiert aucune source d'énergie et se manifeste 
sous plusieurs formes. Il inclut les ionophores, des protéines amphiphatiques au 
cœur polaire permettant la complexation d'un ion et à enveloppe hydrophobe 
soluble dans la membrane servant de « radeau» permettant de traverser le plan 
hydrophobe de la membrane. Il inclut aussi les transporteurs passifs de type 
uniport, des protéines membranaires liant et translocant de l'autre coté de la 
membrane certains composés dont le transport doit être facilité. Finalement, il 
inclut les canaux ioniques, des protéines membranaires formant des pores aqueux 
traversant la membrane et dont l'ouverture est régulée par différents mécanismes 
(extrinsèques ou intrinsèques au canal). Le canal TRPV5 fait partie de cette 
famille. 
1.2. Canaux ioniques 
Dès les premières mesures électrophysiologiques sur des membranes 
cytoplasmiques, des propriétés électriques fortement variables d'une membrane à 
l'autre 'furent mises en évidence. Les propriétés électriques des membranes 
biologiques étaient fort différentes de celles des membranes artificielles formées 
de lipides purs. Une des premières confirmations expérimentales que des 
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protéines pouvaient changer la perméabilité d'une mernbrane et ainsi causer un 
changement des propriétés électriques fut obtenue par l'addition de gramicidine 
dans des membranes artificielles. La gramicidine est un antibiotique formant des 
pores mernbranaires et fut un des premiers pores directement observés en canal 
unitaire. La confirmation que, in situ, les protéines étaient bien responsables de la 
variation des propriétés électrophysiologiques des membranes est venue avec 
l'apparition de la technique du Patch-Clamp en 1976 [4] qui à été améliorée en 
1981 [5]. Cette technique développée par E. Neher et B. Sakmann a grandement 
contribué à la progression de l'étude des canaux ioniques. Contrairement à la 
technique du voltage clamp, qui étudie les propriétés électriques d'une section 
macroscopique de la membrane, le Patch-Clamp a permis d'isoler et d'étudier des 
sections de membrane (patch) de moins de 11-1m2 ne contenant parfois qu'une 
seule protéine de transport. 
Dû à leur grande conductance unitaire (>5 pS), les canaux ioniques ont été 
les premières protéines mesurées en électrophysiologie et encore aujourd'hui, ce 
sont les seules protéines dont on peut mesurer les courants unitaires. De 
nornbreuses farnilles de protéines formant des pores ont été répertoriées. Elles 
existent dans une grande variété de formes et de tailles, passant des toxines 
bactériennes formant des pores de grande taille (-15 À) non sélectifs, à des 
protéines hautement sélectives pour un seul substrat telles que les aquaporines ou 
les canaux ioniques. 
1.3. Canaux cationiques de la superfamille des canaux 
sensibles au voltage. 
Le canal TRPV5 (Transient Receptor Potentia~ est membre de la 
superfamille des canaux sensibles au voltage, cette superfarnille regroupe un 
grand nombre de familles de canaux cationiques. Le nom de la superfamille peut 
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porter à confusion, puisque la superfamille comprend aussi un grand nombre de 
canaux qui ne contiennent pas d'éléments structuraux sensibles au voltage (par 
exemple les canaux TRP). 
CNG HCN 
CNGB CNGA Ca..,2 
TAPML 
nn~ K~ 
JvJ L Kv4 Kv1-9 Ky8 
Kift - 0.05 substItutions/site 
Figure 4. Classification des membres de la superfamille des canaux ioniques sensibles 
au Voltage. Tiré de [6]. 
Une présentation pratique de l'ensemble des canaux cationiques de cette 
superfamille est de les séparer selon l'ion perméable en condition physiologique. 
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Elle contient des familles de canaux sélectifs aux ions K+, Na+, Ca2+ ou des 
familles de canaux cationiques non-sélectifs. Plusieurs familles (4) de cette 
superfamille ont des systèmes de « gating » dépendants du voltage, d'ou le nom 
de la superfamille (figure 4). 
Le premier membre de la superfamille à avoir été cloné fut un canal Na+ 
dépendant du voltage obtenu à partir de l'anguille électrique en 1984 (7). La 
première structure à être résolue par diffraction aux rayons X de la superfamille fut 
la structure de la région du pore du canal K+ bactérien KcsA par l'équipe de Rod 
MacKinnon en 1998 (8). Plusieurs structures de canaux K+ ont été résolues 
depuis, mais aucun canal sélectif au Na+, Ca2+ n'a été cristallisé. 
Les canaux de cette famille jouent des rôles physiologiques très importants. 
Par exemple, les potentiels d'action reposent sur les canaux K+ et Na+ sensibles 
au voltage. De même, plusieurs phénomènes dépendants du Ca+ intracellulaire 
dépendent de l'ouverture des canaux Ca2+ dépendants du voltage, notamment 
dans le cas de la contraction musculaire. Le transport transcellulaire de cations 
dans le rein ou le système digestif dépend directement de l'ouverture de canaux 
sélectifs alors que le transport paracellulaire en dépend indirectement (par 
exemple, le cas de IKea contribuant à la diffusion d'eau dans la trachée). 
1.3.1. Canaux K+ 
Les premiers indices de sélectivité pour des ions particuliers furent obtenus 
lors des expériences sur des axones géants de calmar (Loligo paeler). Hodgkin et 
Huxley voyaient la membrane d'un point de vue physique comme un circuit 
électrique. Leurs expériences ont mis en évidence la présence de voies de 
conductances indépendantes sélectives pour les ions K+ et Na+ qu'ils ont 
modélisées comme des résistances sélectives existant en parallèle dans la 
membrane ('figure 5). 
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Figure 5. Circuit équivalent de la membrane de l'axone géant du calmar. Montrant les 
résistances variables pour les courants sodium, potassium et de fuite. Tiré de [7]. 
Les équations de Hodgkin et Huxley [8] (équations 2-6) décrivent 
efficacement les observations sur l'axone géant du calmar et s'adaptent facilement 
à des situations plus générales. Pour ce faire, il suffit d'additionner lès courants de 
toutes les perméabilités en présence dans la membrane étudiée. Dans les 
membranes physiologiques en général, on observe maintenant des canaux 





gna =m gNa (5) 
4 max 
gk = m gk (6) 
Les canaux sélectifs au K+ possèdent un 'filtre de sélectivité adapté au K+. 
Puisque le profil d'énergie de cet ion dans le filtre de sélectivité est favorisé par 
rapport aux autres ions physiologiques, il arrive que le profil d'énergie soit optimal 
pour un ion non physiologique (lithium, thallium) mais in vivo, en absence de ces 
ions, le canal conduit majoritairement du K+. Les barrières d'énergie sont plus 
basses pour cet ion, le potassium occupe donc majoritairement le canal, 
empêchant le passage des ions d'autre nature. On retrouve des barrières 
d'énergie de l'ordre de 2-3 kcal/mole entre les sites de liaison du filtre de sélectivité 
tel que calculé par modélisation sur le canal K+ KcsA [9]. Effectivement, en 
l'absence de l'ion perméable, les canaux sélectifs permettent souvent le passage 
d'autres ions. Par exemple, pour être considéré comme sélectif au K+ , un canal 
devrait avoir PNa/PK < 0,1. Cette valeur est souvent <0,01 pour les canaux K+. On 
mesure la sélectivité d'un canal en obtenant la perméabilité relative des ions à 
l'équilibre à l'aide du potentiel d'inversion. Pour ce faire, on utilise l'équation de 




La sélectivité est calculée par le rapport des perméabilités de deux ions. 
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(7) 
Toutes les structures cristallines obtenues à ce jour pour la superfamille 
sont sélectifs aux ions K+ (les canaux K+ KcsA, MthK, Kv1.2 etc) (figure 7) et sont 
formées d'un filtre de sélectivité court (-15 Â) et étroit «5 Â), encerclé de 
groupements polaires, optimisant la sélection des cations comparativement aux 
pores non sélectifs, par exemple les porines (-15 Â de diamètre pour le pore). Ce 
filtre est suivi d'une cavité aqueuse où les ions sont complètement hydratés, 
servant de réservoir à ions K+ (figure 6). 
, + ' Figure 6. Eléments structuraux communs aux canaux K . A gauche: un filtre de 
sélectivité court suivi d'une cavité aqueuse permettant un transport efficace et sélectif vu 
par une coupe transversale de la membrane. À droite: vue en coupe du canal KV].2 
membre de la superfamille. (2A 79.pdb) 
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Figure 7. Structures 3D de canaux K+. En haut à gauche, Kvl.2 (2A79.pdb), en haut à 
droite KvAP (lORQ.pdb), en bas à gauche KcsA (lK4C.pdb) et en bas à droite, MTHK 
(ILNQ.pdb). 
Parmi la superlamille, les canaux sélectifs au K~ sont les plus diversifiés et 
ceux dont la structure est la mieux connue. Ils comprennent 5 familles de canaux 
ioniques dont deux dépendantes du voltage (les canaux Kv 1-9 et Kv 10-12 sont 
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pores, un formé par les sey""",t. St et $2 . l'awe par les segments S3 el 84) Iont 
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élément st,uctural commun, Des études 0.. mUlagenèse dirigée et 0..5 aMI~ses 
théoriques de la structure secondaire tendoent il momr.r que les charges portees 
PIIr 1ft segment 54 des ca"""x doépendant au v<I~age $lIrviraiem (l'étément senSeur 
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de voltage de ces canaux [11, 12]. Les coordonnées cristallines des canaux K+ 
sensibles au voltage (ayant 6TMs) dont la structure 3D est connue ont confirmé 
que le segment 84 sert sans doute de senseur de voltage [13, 14]. Cet exemple 
met bien en évidence le lien entre la structure et la fonction. Des canaux éloignés 
sur l'arbre phylogénétique ayant une structure commune préserveront des 
fonctions semblables. 
1.3.2. Canaux Na+ et Ca2+ 
La structure secondaire prédite des membres de la superfamille de canaux 
sensible au voltage laisse croire que les éléments structuraux des canaux K+ sont 
communs à tous les membres sélectifs de la superfamille (divisions entre 4 
domaines formés de 6TMs avec un filtre de sélectivité entre les segments 85-86 
formé d'une boucle semi -transmembranaire). Par contre, dans le cas des canaux 
Na+ et Ca2+ sensibles au voltage, les 4 domaines de 6TM sont inclus sur une seule 
protéine et ne sont pas identiques. 
Les canaux sélectifs au Ca2+ et au Na+ sensibles au voltage sont 
évolutivement proches. Comme chaque domaine n'est pas identique, le pore de 
ces canaux est donc asymétrique. Le 'filtre de sélectivité des canaux Ca2+ et I\la+ 
est formé d'un anneau de 4 résidus, globalement chargés négativement (la somme 
des 4 résidus comporte au moins une charge -, comme pour les canaux Na+ avec 
la séquence « DEKA »), qui projette présumément dans le pore. Comme aucune 
donnée cristallographique n'est disponible pour ces canaux, on peut supposer que 
le filtre de sélectivité est en forme de sablier ayant pour goulot l'anneau chargé. 
Les canaux Na+ sont très importants dans les tissus excitables puisqu'en 
conditions physiologiques, la distribution de Na+ est conservée loin de l'équilibre 
(f1V = IENa -Eml- 100mV) par la pompe Na+K+ATPase. Elle sert de levier de départ 
pour la propagation des potentiels d'action. 
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Le Ca2+ étant un second messager de première importance dans les 
cellules, les canaux ioniques sélectifs au Ca2+ sont très importants dans une 
multitude de phénomènes cellulaires, comme le phénomène d'apoptose. 
En plus des canaux Ca2+ dépendants au voltage, deux membres de la 
famille des canaux TRP sont aussi sélectifs au Ca2+, soit TRPV5 et TRPV6. Ces 
deux canaux sont de lointains parents des canaux Ca2+ dépendants au voltage 
(voir figure 3). Leur pore est constitué de 4 sous-unités identiques de 6TM. 
TRPV5/6 ont une forte rectification entrante lorsque l'ion conduit est un cation 
monovalent et leurs changements de conformations (i.e le « gating ») sont 
indépendants du voltage. 
1.3.3. Canaux cationiques non sélectifs 
La superfamille des canaux sensibles au voltage regroupe aussi quelques 
familles de canaux perméables aux petits cations de manière non sélective, 
conduisant physiologiquement plusieurs cations différents; deux familles 
apparentées aux canaux K+ (CNG et HCN) et la superfamille des canaux TRP 
(exception faite de TRPV5/6). La superfamille des canaux TRP comprend des 
canaux qui s'ouvrent ou se ferment en réponse à de nombreux stimuli autre que le 
voltage (le chaud, le froid, etc). 
1.4. Superfamille des canaux TRP et TRPV5 
Le canal TRPV5 est membre de la superfamille des canaux TRP. Cette 
superfamille est nommée d'après le premier canal idenHfié de la famille, le canal 
TRP. Il fut identifié dans le système visuel de la mouche drosophile comme 
récepteur de lumière. Une mutation endogène dans cette protéine causant une 
perte de la vision chez la drosophile suite à une exposition continue à la lumière a 
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permis l'identification de la protéine. Le nom des membres de cette famille vient 
des propriétés de ce canal, qui réagit à la lumîère de façon transitoire (Transient 
receptor potential). [15] 
Les membres de la superfamille TRP possèdent des sélectivités très 
variables passant d'une sélectivité Ca2+/Na+ de > 100 : 1 pour TRPV5/6) jusqu'à 
< 0,05 : 1 pour TRPM4b - 5 [16) et des systèmes de « gating» très disparates, 
passant de l'activation dépendante de la température (chaud ou froid) à l'activation 
par liaison à un substrat. La classification de la superfamille des canaux TRP 
repose donc uniquement sur l'homologie de structures primaires des membres. 
Plusieurs membres de la famille ont un domaine nommé boîte TRP formé 
de la séquence en A.A. « EWKFAR» tout juste après le sixième segment 
1ransmembranaire du côté intracellulaire [17]. Une série de domaines de répétition 
d'ankyrine est aussi présente pour plusieurs membres de la superfamille (figure 9, 
figure 10). 
Figure 9. Répétition d'ankyrine N-terminal de TRPV2. Selon sa représentation 3D 
2f37.pdb 
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Figure 10. FamiJJes TRP seJon Jeurs caractéristiques. On y voit la structure secondaire 
de chaque grande famille de canaux TRP, incluant le nombre de répétitions d'ankyrine, la 
présence de la boîte TRP et du domaine TRP. Tiré de [16] 
Comme la plupart des canaux TRP sont peu sélectifs et que leur activation 
est insensible au voltage, l'activation des canaux TRP tend à causer une 
dépolarisation de 'la cellule (Vm tend vers 0) et à augmenter la concentration 
intracellulaire des ions Na+ et Ca2+. 
1.4.1. Famille des canaux TRP 
La superfamille des canaux TRP se divise en 6 familles, la famille des TRP 
dits classiques (TRPC), celle des TRP ressemblants au récepteur à la Vanilloïde 
(TRPV), celle des TRP mélastatines ou TRP longs (TRPM), les TRP mucolipines 
(TRPML), les TRP à polycystines (TRPP) et finalement les protéines 
transmembranaires à répétition d'ankyrine (TRPNrrRPA). (figure 11) 
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présent dans le génome humain , il ne semble pas s'exprimer chez l'homme 
(pseudo-gène). [23] 
La famille des TRPV comprend 6 membres et peut se diviser en deux sous-
groupes. Le premier groupe, TRPV1/2/3/4 , forme des canaux non sélectifs activés 
par des changements de température ou par des substrats (capsaine, menthol) . 
[24, 25] . Le second groupe, TRPV5/6, comprend les seuls membres de la 
superfamille TRP sélectifs au Ca" (PCalPN. > 100) [26]. La courbe couranVvoltage 
de TRPV5/6 connaît une forte rectification entrante en présence de Mg'· 
intracellulaire lorsque l'ion conduit est un cation monovalent. Leurs expressions 
respectives dans le rein et le petit intestin indiquent qu'ils ont un rôle important à 
jouer dans la réabsorption et l'absorption du Ca" . [18] Le canal TRPV5 est activé 
par le PIP2 in situ. La série de répétition d'ankyrine présente sur le coté N·terminal 
des canaux TRPV a été cristallisée chez TRPV2 (Figure 7) .[27] 
Figure 12. Chaîne C·terminal TRPCA. Scion une représentation 3D. IIAJ.pdb 
La famille des TRPM se divise en 4 groupes : TRPM1 /3, TRPM6/7 , 
TRPM2I8 et TRPM4/5. Elle est nommée d'après TRPM1 , mélastatine. Bien que les 
courants de TRPMl n'aient jamais été mesurés, TRPMl est une protéine utilisée 
comme marqueur dans le diagnostique de métastases en présence de mélanomes 
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[28, 29]. TRPM6/7 forment une sous-famille de la superfamille TRP, ils sont activés 
par la PLC (phospholipase C) [30]. Ils ont une forte rectification sortante et jouent 
probablement un rôle important dans le maintien de l'homéostasie du Mg2+. [31] La 
structure cytoplasmique C-terminale 3D de ces canaux a été résolue par diffraction 
de rayons X sur cristaux [32]. (figure 12) 
Les membres TRPM4/5 forment des canaux activés par le Ca2+, sensibles 
au voltage (activés par la dépolarisation) et sélectifs aux ions monovalents 
(PCa/PNa < 0,05) [33, 34]. Ils jouent un rôle important dans la perception du goût 
(TRPM5) et dans la vasoconstriction des artères cérébrales. 
La famille TRPNN a peu d'homologie avec les autres membres de la famille 
des TRP. Chez les mammifères, un seul membre de cette famille est connu à ce 
jour. Cette famille est caractérisée par un nombre plus important de répétitions 
d'ankyrine (> 10). TRPA 1 serait activé par des dommages à la membrane ou au 
cytosquelette [35, 36]. 
La famille des TRPP comprend des membres à 6TM (PKD, PKD2, etc.) 
comme la plupart des canaux TRP, mais aussi certains membres avec 11 TM 
(PKD1, polycystin-REJ, etc.) dont les derniers forment le domaine classique de 
6TM commun à la superfamille des canaux à 6TM. Le membre TRPP1 est 
responsable de la maladie polykystique pulmonaire dominante [37] tandis que PKD 
est responsable de la polykystique kidney disease. 
Finalement, la famille des TRPIVIL semble n'être exprimée que sur les 
membranes intracellulaires (séparant le cytoplasme des organelles) [38]. L'étude 
de cette famille est donc particulièrement difficile. Une mutation de TRPML 1 est 
associée à la mucolipidose de type IV, une maladie neuro-dégénérative reliée aux 
lysosomes. 
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1.4.2. La physiologie de TRPVS 
Le canal calcique TRPV5 est sélectif au Ca2+. Son rôle physiologique est 
intimement relié à l'homéostasie calcique. On ne saurait donc parler de la fonction 
de ce canal sans tout d'abord commenter l'importance du Ca2+ dans le 
métabolisme. 
Le Ca2+ est important à cause de ses caractéristiques chimiques, en tant 
que cation divalent, il peut former des liaisons ioniques fortes. À cause de cela, 
c'est un des éléments chimiques cruciaux pour la formation et le maintien des os et 
pour renforcer les contacts entre plusieurs protéines et les membranes 
biologiques, par exemple dans le cas des jonctions serrées des tissus épithéliaux. 
Dû à son importance comme second messager, plusieurs protéines sont très 
sensibles à la concentration libre intracellulaire de Ca2+. Par conséquent, de 
légères variations de la concentration de Ca2+ libre intracellulaire ont des 
conséquences graves: en trop grandes quantités, le Ca2+ est toxique pour les 
cellules. Il est donc primordial de maintenir l'homéostasie du Ca2+. 
Chez les mammifères, le Ca2+ est principalement stocké dans les os (99%). 
Le calcium entre dans le système par l'alimentation. Le calcium est absorbé dans 
le petit intestin dans le duodénum et le Céecum par voie paracellulaire et 
transcellulaire. En situation normale, ce n'est pas au niveau de l'entrée de Ca2+ 
que l'ajustement de l'homéostasie calcique s'effectue. Cette entrée se fait de 
manière constitutive. Pour un individu en santé ayant une alimentation normale, 
c'est en régulant de manière précise les pertes de Ca2+ de l'organisme via la 
réabsorption que le corps arrive à maintenir la concentration idéale de Ca2+. 
L'organisme balance donc les entrées de Ca2+ de telle sorte qu'elles soient 
équivalentes aux pertes de Ca2+. En cas de pénurie de Ca2+, des mécanismes 
d'urgence entrent en jeu, telle la décalcification des os. 
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sous le nom de ECACI (TRPV5)[40]. Pour ceUe étape, aucune source d'énergie externe 
n'est nécessaire, la concentration de ci+ dans ces cellules épiLhéliales étant -100 nM. 
Cene étape est régulée par la vitamine D qui comrôle le niveau d'expression des canaux 
TRPV5 . 
• 










Figure 14. Réabsorption transcelluJaire du Cal +. La réabsorption transcellulaire du Ca2+ 
dans le rein ou Je petit intestin sc fait à J'aide des canaux TRPV5/6 (rein/intestin) cr de 
protéines kélatrices du Ca2-+-. Le Cal + de la lumière du néphron (jaune) est absorbé par la 
cellule de manière passive par les canaux TRPV5, le ci+ est ensuite lié et transporté par la 
calbindine pour conserver une faible concentration de Cal + dans le cytoplasme (gris). Le 
Ca2-t- est finalement expulsé dans Je milieu extracellulaire (bleu pâle) par transport actif, soit 
une pompe à Ca2+ ou un cotransporteur. L'expression de chaque pro(éine en jeu es( régulée 
par la vitamine D. Tiré de [18] 
Le Ca'· en grande quantité est toxique pour la cellule, il faut donc réguler la 
réabsorption de ce dernier via la régulation de TRPV5 et en contrôlant sa 
concentration intracellulaire circulante. La méthode de régulation de TRPV5 dans 
le rein est le contrôle de l'expression du gène par la vitamine D. Le canal est aussi 
sensible au PIP2 qui, in situ, cause une forte activation des courants ioniques du 
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canal, mais comme in vivo, le canal est probablement toujours ouvert, ce 
mécanisme d'activation ne devrait pas jouer un rôle majeur. 
La seconde étape est le transport et le stockage intracellulaire du Ca2+, pour 
faciliter l'entrée de Ca2+, il est important de conserver une concentration 
intracellulaire faible et de déplacer rapidement le Ca2+ à la membrane basolatérale 
où il pourra être expulsé de la cellule. Pour ce faire, la calbindine lie le Ca2+ [41], 
diminuant la concentration de Ca2+ libre et facilitant son transport à travers la 
cellule. 
La dernière étape de la réabsorption transcellulaire du Ca2+ est l'expulsion 
du Ca2+ intracellulaire via la mernbrane basolatérale. Cette étape demande de 
l'énergie car le Ca2+ y est transporté contre son gradient électrochimique. Les 
protéines en jeu sont des pompes primaires et secondaires à Ca2+ (cotransporteur 
NCX[42] et pompe PMCA[43]). (figure 14) 
1.4.3. Caractéristiques biophysiques de TRPV5 
Le canal TRPV5 a été identifié et cloné chez plusieurs mammifères, notre 
laboratoire a cloné le canal à partir de tubules distaux isolés de lapins [44]. La 
protéine obtenue à partir du gène est de 730 A.A. L'unité fonctionnelle de la 
protéine est formée par un assemblage tétramérique de quatre sous-unités 
identiques, bien que l'assemblage avec des sous-unités de TRPV6 forme aussi un 
canal fonctionnel [45]. 
La structure secondaire de TRPV5 prédit que chacune des sous-unités 
possède 6TM et un segment semi-transmembranaire s'ouvrant du côté 
extracellulaire entre les segments 85 et 86 de manière semblable aux membres 
de la superfamille des canaux à 6TM. Comme tous les membres de la famille 
TRPV, le canal possède des répétitions d'ankyrine sur sa section N-terminale. 
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Comme TRPV6, les études théoriques de la structure primaire prédisent qu'il 
cornporte quatre répétions d'ankyrine alors que les TRPV1-4 en ont six. Les 
répétitions d'ankyrine sont des motifs structuraux très importants pour les 
interactions protéine/protéine. 
Le canal est fortement sélectif au Ca2+ avec une sélectivité Ca2+/Na+ > 100 
et des études de mutagenèses dirigées effectuées dans notre laboratoire ont 
démontré que cette sélectivité était majoritairement due à un seul résidu, D542 
[44]. En effet, des mutations, même conservatrices, de ce résidu diminuent 
fortement l'affinité du canal pour le Ca2+. Ce résidu chargé étant situé sur la 
section semi-transmembranaire entre les segments S5 et S6, il forme sans doute 
le liUre de sélectivité du canal. Les quatre chaînes latérales négatives (une pour 
chacune des sous-unités) forment probablement un anneau dans le pore servant 
de site de liaison au Ca2+. En absence de divalents extracellulaires, le canal 
conduit les cations monovalents et ce de manière non sélective. 
Le Mg2+ agit de plusieurs façons sur le canal, lui conférant une de ses 
caractéristiques les plus marquantes. Le Mg2+ intracellulaire inhibe complètement 
les flux ioniques sortants à des Vm > -25 mV, en conditions expérimentales où le 
canal conduit des monovalents le canal rectifie donc très fortement. Cette propriété 
est partagée avec le canal TRPV6. En absence d'inhibiteur spécifique, cette 
propriété sert de contrôle pour identHier les courants ioniques spécifiques au canal. 
Le magnésium intracellulaire agit aussi comme inhibiteur lent du canal, cette 
inhibition est réversible par la présence de PIP2 [46]. Le canal peut donc être 
constitutivement actif ou inactif in vivo, dépendant du type cellulaire dans lequel il 
est exprimé. Chez les oocytes de Xenopus et les cellules HEK, le canal est 
constitutivement actif, mais pour les CHO, le canal est constitutivement inactif [46]. 
Les modes de régulation du canal ne sont pas encore bien connus, nous 
savons que l'expression du canal est sensible à la vitamine D et que le canal est 
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activé par la présence de PIP2 , mais les sites d'interaction et les mécanismes qui 
sous-tendent ces dépendances ne sont pas encore élucidés. Les répétitions 
d'ankyrine pourraient servir lors d'interactions avec d'autres protéines ou pour la 
formation du tétramère. 
1.5. Représentation 3D des protéines membranaires 
La structure 3D est un outil extrêmement puissant pour l'étude des protéines 
ou autres molécules. Il permet une interprétation et une extrapolation de 
nombreuses mesures physiologiques. Avoir une structure 3D fiable fait partie des 
éléments cruciaux de la compréhension de la fonction d'une protéine. Il existe 
plusieurs techniques pour obtenir ces structures, telle la diffraction de rayons X sur 
cristal pour les protéines canevas et la modélisation. 
1.5.1 Représentation numérique des structures 3D 
La structure 3D des protéines est souvent convertie dans le format 
numérique POB, ce type de fichier est en format texte. Il comprend une entête 
contenant plusieurs informations sur la molécule étudiée, le nom, la méthode 
expérimentale utilisée pour l'obtention de la structure 3D, la séquence de la 
molécule, s'il manque des atomes, etc. Après l'entête, le fichier comprend une liste 
des atomes de la molécule. Chaque atome listé est associé à une unité 
moléculaire, souvent un des 20 A.A., mais parfois des molécules de solvant ou des 
ions. Pour chaque atome, les fichiers nous donnent l'unité moléculaire à laquelle il 
appartient, sa nature dans cette unité (par exemple, Ca), sa position spatiale, sa 
densité d'occupation et un facteur de température représentant l'oscillation autour 
de la position d'équilibre de l'atome. 
La majorité des fichiers POB ne comprennent pas les atomes d'hydrogène, 
ceux-ci n'étant pas résolus lors d'imagerie par diffraction de rayons X. Par contre, 
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les formats PDB peuvent être utilisés pour les atomes d'hydrogène et toute autre 
sorte de molécule (solvant, ion, lipide). 
Voici un exemple des informations comprises dans un 'fichier PDB. Sur la 
première colonne, on trouve la nature des informations. ATOM indique que la ligne 
décrit la position d'un atome compris dans un A.A. du modèle. Chaque ligne de 
l'entête possède une étiquette qui lui est propre. Sur la seconde colonne, l'ordre de 
l'atome, ensuite, sa nature dans une unité moléculaire, l'unité moléculaire à 
laquelle il appartient, la chaîne contenant cette unité, et la position de cette unité 
dans la séquence de la protéine. Viennent ensuite les coordonnées spatiales de 
l'atome, sa densité d'occupation, le facteur de température et, 'finalement, l'élément 
de l'atome. Les atomes n'appartenant pas à un A.A. de la protéine sont étiquetés 
par HETATM (molécule de lipide, ion) ou H20 (molécule d'eau). 
ATOM 1 N HIS A 24 27.043 32.172 -12.661 1.00236.72 N 
ATOM 2 CA HIS A 24 26.619 31.915 -11.260 1.00236.72 C 
ATOM 3 C HIS A 24 27.666 32.271 -10.190 1.00236.72 C 
ATOM 4 0 HIS A 24 27.345 32.323 -9.003 1.00236.72 0 
ATOM 5 CB HIS A 24 26.179 30.462 -11.109 1.00236.72 C 
ATOM 6 CG HIS A 24 25.040 30.081 -12.001 1.00236.72 C 
ATOM 7 ND1 HIS A 24 23.811 30.704 -11.946 1.00236.72 N 
ATOM 8 CD2 HIS A 24 24.941 29.139 -12.969 1.00236.72 C 
ATOM 9 CEl HIS A 24 23.007 30.165 -12.843 1.00236.72 C 
ATOM 10 NE2 HIS A 24 23.668 29.213 -13.479 1.00236.72 N 
ATOM 11 N PRO A 25 28.936 32.477 -10.591 1.00236.59 N 
ATOM 12 CA PRO A 25 29.963 32.837 -9.604 1.00236.59 C 
ATOM 13 C PRO A 25 29.633 34.143 -8.863 1.00236.59 C 
ATOM 14 0 PRO A 25 29.950 34.288 -7.680 1.00236.59 0 
ATOM 15 CB PRO A 25 31.230 32.970 -10.452 1.00211.82 C 
ATOM 16 CG PRO A 25 30.999 32.015 -11.574 1.00211.82 C 
ATOM 17 CD PRO A 25 29.538 32.188 -11.909 1.00211.82 C 
ATOM 18 N LEU A 26 28.994 35.085 -9.556 1.00236.72 N 
ATOM 19 CA LEU A 26 28.650 36.384 -8.960 1.00236.72 C 
ATOM 20 C LEU A 26 27.870 36.311 -7.650 1.00236.72 C 
------------------------------------------------------------------------------
HETATM 4865 K K 1 113.605 113.605 -96.816 0.50 89.15 K 
HETATM 4866 K K 2 113.605 113.605 -93.422 0.50 89.15 K 
HETATM 4867 K K 3 113.605 113.605 -90.219 0.50 89.15 K 
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1.5.2 Cristallographie de protéines membranaires 
Tel que mentionné précédemment, parmi les protéines cristallisées à ce 
jour, seule une très faible proportion sont des protéines membranaires. Ce retard 
est causé pour plusieurs raisons, la purification de quantités suffisantes de 
protéines membranaires est déjà très difficile, en grande partie due à la présence 
de grandes secHons périphériques hydrophobes qui les rendent insolubles. Les 
protéines membranaires ont donc besoin d'être accompagné de molécules 
hydrophobes pour rester stables. In vivo, ce rôle est joué par la membrane 
cytoplasmique. L'utilisation de détergent a été testée avec succès pour contourner 
ces problèmes, mais la technique relève encore de l'art. Même lorsque la protéine 
est cristallisée avec succès, la conformation de la protéine peut être différente de 
celle présente en conditions physiologiques puisque l'environnement de la protéine 
cristallisée est très différent de celui de la protéine native. 
Figure 15. Structure 3D de protéines membranaires. Une porine (lMPF.pdb), une 
aquaporine (2EVU.pdb), et une ATPase (1 YCE.pdb). 
Il existe aujourd'hui quelques centaines de structures 3D disponibles pour 
des protéines membranaires sur la banque de donnée .. Protein Data Bank» 
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(www.pdb.org). De ce nombre, plusieurs protéines de transport ont été cristallisées 
telles que certaines porines, des aquaporines et une ATPase (figure 15). 
1.5.3. Modélisation 
La modélisation moléculaire par ordinateur comprend une série d'outils 
scientifiques en plein essor, tant sur le plan technique que théorique. Comme pour 
tous les outils informatiques, la progression fulgurante de la puissance de calcul 
des ordinateurs permet une augmentation importante de la force brute de 
modélisation. De plus, les raffinements constants des algorithmes utilisés en 
modélisation et l'augmentation du nombre de structures 3D dans les bases de 
données améliorent de manière importante la fiabilité des données obtenues par 
modélisation. Dans le contexte des protéines membranaires, la modélisation 
moléculaire est une alternative très puissante pour estimer la structure de ces 
protéines, particulièrement dans le cas des protéines eucaryotes telles que le 
canal TRPV5. 
La modélisation moléculaire peut être séparée en deux branches 
principales; la simulation statique, cherchant une ou plusieurs conformations 
stables (puits d'énergie) de la molécule et la dynamique moléculaire, simulant le 
mouvement des molécules. Certaines méthodes de modélisation peuvent être 
vues comme des méthodes hybrides, cherchant des solutions statiques en 
simulant du mouvement, par exemple la technique du « recuit simulé». Cette 
technique implique de prendre un modèle en dynamique moléculaire, de simuler 
une augmentation importante de la température (énergie du système, simulée par 
une hausse de la vitesse des molécules) permettant de franchir de hautes 
barrières d'énergie suivies de baisses importantes de température permettant de 
trouver de nouvelles conformations stables de la protéine [47]. D'autres outils de 
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modélisation, tel le « docking», ont pour but la recherche de sites actifs en 
simulant la liaison d'un récepteur à son ligand. 
L'élément crucial de toute simulation est l'énergie libre. Une conformation 
est stable lorsque l'énergie du système est dans un minimum local et, de plus, les 
mouvements des atomes dans une simulation dépendent directement des 
transferts d'énergie dans le système par son interaction avec les forces en 
présences. Bref, pour modéliser, on doit étudier l'énergie du système. La 
simulation d'un système moléculaire se fait par la traduction en langage 
mathématique de l'énergie d'un système physique. Il existe plusieurs méthodes 
pour traduire l'énergie d'un ensemble moléculaire, les méthodes quantiques et 
semi-empiriques donnent des résultats très précis mais ces techniques demandent 
énormément de puissance de calcul, à l'inverse les méthodes empiriques 
demandent peu de puissance de calcul au prix de nombreuses approximations. 
La manière dont on change le système moléculaire en langage informatique 
dépendra de l'objectif de la simulation. Pour un système d'un seul atome, modélisé 
sur une courte période de temps, on pourrait utiliser une méthode quantique sans 
approximation. Si, à l'inverse, on cherche à connaître l'orientation d'une hélice a 
dans un modèle de quelques dizaines de milliers d'atomes, on utilisera un système 
de champs de force empiriques avec coupures, ne tenant compte dans le calcul du 
champ de force que des atomes du voisinage immédiat de l'hélice a. 
1.5.3.1. Méthode empirique: la mécanique moléculaire 
Pour la modélisation de protéines membranaires, comprenant souvent des 
centaines d'A.A. il est nécessaire d'utiliser un système empirique peu coûteux en 
puissance de calcul. La mécanique moléculaire est particulièrement indiquée. 
Cette méthode simule le système physique en le remplaçant par une série de 
masses reliées par des «ressorts», il ne s'agit pas ici de véritable ressorts 
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puisque la force n'est pas nécessairement strictement harmonique. Chaque masse 
représente un atome et chaque ressort représente un paramètre indépendant 
faisant varier l'énergie d'une paire d'atomes, par exemple une variation de l'angle 
de torsion (le cc ressort») fait varÎer l'énergie des deux atomes limitrophes (les 
masses) d'une série de 4 atomes. On divise ces paramètres en deux groupes 
différents, les paramètres associés à une énergie liante et les paramètres associés 
à une énergie non liante. L'énergie liante est l'énergie provenant d'une liaison 
chimique, elle est décrite par trois paramètres (figure 16). Les énergies non liantes 
sont celles associées à la force électrostatique entre atomes non liés, les forces de 
Van Der Waals et les liaisons hydrogènes. Le seul paramètre associé à ces 
énergies est la dîstance.[48] 
Torsion 
des angles (PsyJ 
Déformation 
des angles (leta) 
Figure 16. Énergies liantes. Les énergies liantes provenant de la variation de plusieurs 
paramètres par rapport à leur position d'équilibre dans un système de 4 atomes 
Ehante = Eélongalion(d)+EDéformauon( ~+EToY.fion( tp) + ETr,.",.. _cro'.<é(d,fJ,tp) . 
La valeur de l'énergie tenant compte de tous les paramètres est obtenue à 
partir d'un champ de force, soit une série d'équations mathématiques calculant 
l'énergie globale du système. Il existe plusieurs champs de force, chacun ayant 
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son charnp d'application propre avec des équations mathématiques plus précises 
pour les petits systèmes ou plus d'approximations pour les gros systèmes. 
1.5.3.2. Modélisation par alignement de séquences: alignement par homologie 
Les protéines membranaires sont des systèmes complexes ne pouvant pas, 
à ce jour, être modélisées complètement de novo. Il faut donc un point de départ à 
toute modélisation de ces protéines. Les canevas utilisés pour la modélisation 
viennent des protéines dont la structure 3D à été résolue expérimentalement. La 
principale technique de modélisation à partir de modèles connus est la 
modélisation par homologie. Cette technique est basée uniquement sur la 
séquence primaire de la protéine cible et de celle des canevas potentiels. La 
technique consiste tout d'abord à trouver des protéines cristallisées ayant au 
minimum 25% d'identité avec la séquence cible. Plus le pourcentage d'identité est 
élevé et plus la section homologue est grande, plus la modélisation donnera de 
bons résultats. 
Ce qui rend la modélisation par homologie très intéressante est que les 
protéines apparentées (homologues) conservent généralement mieux les 
structures secondaires et tertiaires que la structure primaire et que plusieurs 
mutations ponctuelles peuvent être sans effet sur la structure tertiaire des 
protéines. Il existe donc plusieurs protéines ayant des structures tertiaires 
semblables pour des séquences primaires différentes. De plus, lorsque la fonction 
entre deux protéines est identique, les différences structurales entre protéines 
homologues se situent habituellement loin des sites intéressants de la protéine 
(loin des région fortement liée à la fonction ou responsable de la fonction). 
Lors de modélisation par homologie, on suppose que les hypothèses 
relatives à la ressemblance de structures tertiaires entre les protéines à modéliser 
et les protéines canevas sont valides. Premièrement, les régions homologues 
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(apparentées) conservent des structures sirnilaires. Ensuite, un résidu fortement 
conservé au sein d'une famille est important pour la fonction et doit donc être 
conservé au niveau de la structure tertiaire. Enfin, lorsque les membres d'une 
famille partagent une fonction similaire, la structure des régions effectuant cette 
fonction sera conservée pour tous les membres de la famille. 
On prend aussi pour acquis que la modélisation des régions non 
homologues entre les protéines peut être modélisée avec moins de contraintes 
sans affecter la structure générale de la protéine. Cette hypothèse permet 
l'insertion ou la délition au niveau de l'alignement de la structure primaire. Les 
insertions sont modélisées de novo selon les règles de la mécanique moléculaire. 
Ces hypothèses sont souvent valides, mais il arrive qu'elles ne soient pas 
satisfaites. Dans de tel cas, la modélisation par homologie ne peut servir à 
l'obtention de la structure tertiaire de la protéine. 
Pour utiliser cette technique, on doit commencer par trouver des protéines 
homologues. On établit le taux d'homologie de deux segments en les alignant. 
Ensuite, on raffine l'alignement de séquences à l'aide d'un programme 
d'alignement et d'une matrice d'alignement. Le programme optimisera le score 
global de l'alignement entre les deux séquences, la matrice donnera une valeur à 
chaque paire d'A.A. alignée, l'alignement ayant le meilleur score sera retenu. Par 
exemple, une paire formée par une leucine et une isoleucine aura un bon score 
alors que l'alignement d'une phénylalanine avec une glycine sera fortement 
désavantagé [49]. À titre d'exemple, voici la matrice d'alignement Blosum50 
(figure 17). 
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A R N D C Q E G H l L K M F P S T lJ Y V B Z X ." 
A 5 -2 -1 -2 -1 -1 -1 0 -2 -1 -2 -1 -1 -3 -1 1 0 -3 -2 0 -2 -1 -1 -5 
R -2 7 -1 -2 -4 1 0 -3 0 -4 -3 3 -2 -3 -3 -1 -1 -3 -1 -3 -1 0 -1 -5 
N -1 -1 7 2 -2 0 0 0 1 -3 -4 0 -2 -4 -2 1 0 -4 -2 -3 4 0 -1 -5 
D -2 -2 2 8 -4 0 2 -1 -1 -4 -4 -1 -4 -5 -1 0 -1 -5 -3 -4 5 1 -1 -5 
C -1 -4 -2 -4 13 -3 -3 -3 -3 -2 -2 -3 -2 -2 -4 -1 -1 -5 -3 -1 -3 -3 -2 -5 
Q -1 1 0 0 -3 7 2 -2 1 -3 -2 2 0 -4 -1 0 -1 -1 -1 -3 0 4 -1 -5 
E -1 0 0 2 -3 2 6 -3 0 -4 -3 1 -2 -3 -1 -1 -1 -3 -2 -3 1 5 -1 -5 
G 0 -3 0 -1 -3 -2 -3 8 -2 -4 -4 -2 -3 -4 -2 0 -2 -3 -3 -4 -1 -2 -2 -5 
H -2 0 1 -1 -3 1 0 -2 10 -4 -3 0 -1 -1 -2 -1 -2 -3 2 -4 0 0 -1 -5 
l -1 -4 -3 -4 -2 -3 -4 -4 -4 5 2 -3 2 0 -3 -3 -1 -3 -1 4 -4 -3 -1 -5 
L -2 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -4 -3 2 5 -3 3 1 -4 -3 -1 -2 -1 1 -4 -3 -1 -5 
K -1 3 0 -1 -3 2 1 -2 0 -3 -3 6 -2 -4 -1 0 -1 -3 -2 -3 0 1 -1 -5 
M -1 -2 -2 -4 -2 0 -2 -3 -1 2 3 -2 7 0 -3 -2 -1 -1 0 1 -3 -1 -1 -5 
F -3 -3 -4 -5 -2 -4 -3 -4 -1 0 1 -4 0 8 -4 -3 -2 1 4 -1 -4 -4 -2 -5 
P -1 -3 -2 -1 -4 -1 -1 -2 -2 -3 -4 -1 -3 -4 10 -1 -1 -4 -3 -3 -2 -1 -2 -5 
S 1 -1 1 0 -1 0 -1 0 -1 -3 -3 0 -2 -3 -1 5 2 -4 -2 -2 0 0 -1 -5 
T 0 -1 0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 2 5 -3 -2 0 0 -1 0 -5 
lJ -3 -3 -4 -5 -5 -1 -3 -3 -3 -3 -2 -3 -1 1 -4 -4 -3 15 2 -3 -5 -2 -3 -5 
Y -2 -1 -2 -3 -3 -1 -2 -3 2 -1 -1 -2 0 4 -3 -2 -2 2 8 -1 -3 -2 -1 -5 
V 0 -3 -3 -4 -1 -3 -3 -4 -4 4 1 -3 1 -1 -3 -2 0 -3 -1 5 -4 -3 -1 -5 
B -2 -1 4 5 -3 0 1 -1 0 -4 -4 0 -3 -4 -2 0 0 -5 -3 -4 5 2 -1 -5 
Z -1 0 0 1 -3 4 5 -2 0 -3 -3 1 -1 -4 -1 0 -1 -2 -2 -3 2 5 -1 -5 
X -1 -1 -1 -1 -2 -1 -1 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 0 -3 -1 -1 -1 -1 -1 -5 
." 
-5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 -5 1 
Figure 17. Matrices d'alignements blosum50. Évaluation de l'impact potentiel de 
mutation ponctuelle sur la structure tertiaire, la substitution de deux résidus ayant un score 
élevé est peu propice à un changement de structure tertiaire alors que la substitution de 
deux résidus ayant un score très négatif est très propice à une variation de la structure 
tertiaire. Le X désigne un A.A indéterminé et l' * désigne une insertion ou une délition. 
Adaptation de [50] 
Pour utiliser la technique de modélisation par homologie, il faut au minimum 
un segment de 20 acides aminés avec 25% d'identité, mais dans de telles 
conditions, le modèle serait peu fiable. Un alignement avec 40% d'identité permet 
la fabrication de modèles beaucoup plus solides. 
36 
1.5.3.3. Modélisation par alignement de séquences: alignement de structures 
secondaires 
Dans le cas où la recherche de canevas homologues avec la protéine cible 
ne donne aucun résultat (ce qui est souvent le cas pour les protéines 
membranaires), il est possible d'obtenir un alignement par la technique 
d'alignement de structures secondaires. Comme la structure secondaire dépend 
de l'environnement immédiat d'un acide aminé, certains algorithmes basés sur des 
réseaux neuronaux ont été développés qui permettent de décrire, sous forme 
matricielle, les probabilités d'états de la structure secondaire d'un acide aminé. 
Cette prédiction se fait en analysant la position de l'acide aminé dans la séquence 
primaire de la protéine. Chaque A.A. se fait attribuer une étiquette correspondant à 
cette prédiction formant une séquence de structures secondaires, ensuite, des 
algorithmes comparent la séquences prédite aux banques de données existantes 
et extraient les meilleurs alignements de manière semblable à une modélisation 
par homologie. 
Cette méthode permet une modélisation entre des protéines ayant Llne 
homologie très faible en intégrant l'information de la structure secondaire. 
L'hypothèse qui permet ce genre de modélisation est que deux protéines avec des 
structures secondaires semblables se replieront de la même manière et auront 
donc une structure tertiaire semblable. 
Cette technique est particulièrement pratique dans le cas des protéines 
membranaires. Les contraintes liées à l'insertion dans la membrane peuvent 
conserver des structures tertiaires malgré un pauvre alignement au niveau de la 
structure primaire dû à une divergence évolutive très ancienne. Un programme 
type effectuant ce type d'analyse est Sam-T06, programme utilisé pour certains 
alignements dans ce mémoire.[51-53] 
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Le fonctionnement de Sam-T06 repose sur un modèle de Markov à 
variables cachées (HMM, Hidden Markov Model). Les HMM fournissent la 
probabilité d'un système à être dans un état qui ne peut être mesuré directement 
(Hidden, dans notre cas, une hélice a, chaîne [3, pourcentage d'exposition au 
milieu) à partir d'une suite d'éléments qui peut être très variable (les HMM sont 
applicables dans une très grande variété de domaines, tels la reconnaissance 
vocale, l'étude de courant ionique et la structure secondaire des protéines). Pour 
effectuer cette prédiction, le HMM doit avoir accès à une banque de données 
contenant un important échantillonnage de plusieurs systèmes pour lesquels 
l'association entre les deux variables est observable. Dans notre cas, la suite 
observable est la séquence en acides aminés d'une protéine, la variable caché 
correspond à la structure secondaire de la protéine et à d'autre propriétés 
(accessibilité par exemple) et la banque de données correspond à l'ensemble des 
coordonnées atomiques de protéines expérimentalement obtenues à ce jour. 
La seconde étape consiste à comparer la structure secondaire prédite avec 
celle des protéines cristallisées à la recherche de similitudes. Des protéines très 
peu homologues peuvent avoir conservé une structure semblable, ou encore, par 
convergence évolutive, des structures non apparentées peuvent avoir des 
structures semblables. Certaines séquences de la structure secondaire sont 
fréquentes dans plusieurs protéines et sont associées à des repliements 
caractéristiques formant des domaines, l'identHication de ces domaines est aüssi 
utilisée lors de l'alignement. 
Cette technique permet d'identifier les protéines partageant les même 
propriétés structurales et permet donc la modélisation par alignement de 
séquences. Pour évaluer la qualité d'un alignement, les logiciels fournissent avec 
chaque alignement un score, la valeur E. Cette valeurs est reliée à une analyse de 
la banque de données et de l'alignement obtenu et l'ordre de grandeur de la valeur 
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fournit une bonne approximation de la probabilité d'obtenir un alignement 
semblable par hasard. Plus la valeur E est basse, plus la modélisation donnera de 
bons résultats. 
1.5.3.4. Modélisation par alignement de séquences: modéliser à partir d'un 
alignement 
Une fois l'alignement obtenu, on peut faire la modélisation proprement dite. 
Des programmes lisent l'alignement entre la protéine cible et la (les) protéine(s) 
canevas, les structures 3D de la protéine canevas et certaines contraintes à la 
discrétion de l'utilisateur (structures secondaires d'une section, symétries, 
distances interatomiques, etc.). Le programme substitue la chaîne principale de la 
protéine cible à celle de la structure connue, ensuite, il ajoute les atomes des 
chaînes latérales en respectant au mieux les contraintes physiques tout en 
minimisant les variations par rapport au canevas. Modeller 
(http://www.salilab.org/modeller/) et Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/) 
sont deux programmes appropriés pour effectuer ce genre de tâche. 
Ces logiciels associent chaque carbone a de la protéine cible avec un 
carbone a de la protéine canevas selon l'alignement fournit. Il crée ensuite une 
liste de contraintes, sur les angles dièdres de la chaîne principale et sur la distance 
Ca-Ca. Pour le calcul de ses contraintes, il tient compte des valeurs moyennes de 
ces paramètres obtenus sur l'ensemble des coordonnées disponibles et des 
distances interatomiques des Ca correspondants de la protéines canevas. Pour les 
insertions, les sections ajoutées n'auront comme contraintes que celles obtenues 
via les banques de données. 
Il est possible d'ajouter certaines contraintes provenant de données 
expérimentales. Par exemple, si nous savons qu'un résidu est en contact avec un 
autre, on peut ajouter une contrainte de distance entre les Ca de ces deux résidus 
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ou si une section est prédite comme une hélice a, il est possible d'ajouter une 
contrainte pour qu'elle soit modélisée comme telle. Une fois toutes les contraintes 
sur les Ca obtenues, le logiciel crée un modèle 3D satisfaisant au mieux à 
l'ensemble des contraintes. Cela s'effectue par une minimisation d'une fonction 
décrivant chaque contrainte et dont la valeur augmente lorsqu'une contrainte 
s'éloigne de sa valeur cible. 
Une fois la structure 3D de la chaîne principale obtenue, le programme 
ajoute les résidus de chaque A.A. et, par un procédé analogue, élabore une série 
de contraintes. Celles-ci sont reliées aux positions probables et possibles des 
rotamères de chaque A.A. obtenues de manière empirique sur les bases de 
données et de la position des rotamères de la protéine canevas (si les résidus sont 
identiques) ou comme pour les Ca, de contraintes fournies par l'utilisateur. Par la 
suite, le programme tente de satisfaire ces contraintes par un processus 
d'optimisation. 
La description en deux étapes (Ca puis résidu) est faite par souci de clarté, 
en réalité, l'optimisation se fait par des processus itératifs sans tenir compte d'un 
ordre particulier. La fonction à optimiser est la fonction objective dépendante de 
toute les contraintes du modèle (Ca et résidus). 
Le résultat final de cette optimisation dépend fortement de la position de 
départ des atomes, on peut donc obtenir des modèles légèrement différents en 
variant faiblement et aléatoirement la position de départ des atomes (de l'ordre de 
l'Â). Une manière d'augmenter la qualité des modèles est de refaire la même 
modélisation, en variant la position initiale des atomes. Ceci permet la création de 
plusieurs centaines de modèles légèrement différents, comme la position initiale 
des atomes n'est pas optimisée, cette méthode permet de tester un nombre plus 
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grand de positions initiales permettant, après un tri des modèles obtenus, 
l'obtention d'un meilleur modèle. 
Ce tri s'effectue à l'aide de la fonction objective et des logiciels de validation 
de structure. Un premier tri grossier s'effectue en retenant les modèle ayant la 
meilleur valeur pour la fonction objectif, mesurant la satisfaction de l'ensemble des 
contraintes de départ. Les modèles l'ayant satisfaite sont normalement les 
meilleurs. La sélection du meilleur modèle est ensuite effectuée par l'évaluation de 
chacun des modèles ayant été sélectionné au premier tri à l'aide des logiciels de 
validation de structure. 
1.5.3.5. Validation de modèle 
Finalement, il faut vérifier que la structure obtenue est valable. Pour ce faire, 
plusieurs programmes vérifient que la structure finale respecte les caractéristiques 
standards des molécules, les contraintes stériques, l'énergie, la longueur des 
liaisons, les angles de torsion ou dièdres. Certains programmes comparent les 
valeurs de la structure avec celles des structures 3D connues à ce jour, par 
exemple P rocheck (http://www.biochem.ucl.ac.uk/-romanlprocheck/procheck.htllÙ) , 
What-If (http://swift.cmbi.kun.nl/WIWWWII) et proQ 
(http://www.sbc.su.se/-bjomw/ProO/). Un serveur permettant d'utiliser Procheck sans 
installation est disponible sur la page suivante http://biotech.ebLac.uk:8400/ . 
Une fois la structure obtenue et validée, elle peut servir de base à d'autres 




1.6.1. Premier objectif: compléter l'étude topologique de la région 
extracellulaire du pore de TRPV5 
Des études sur la topologie extracellulaire du canal TRPV5 et de son proche 
parent, TRPV6 on été effectuées dernièrement en utilisant la technique de SCAM 
et une approche de modélisation moléculaire par alignement de structures 
secondaires [54]. Pour TRPV5/6 aucune donnée de SCAM dans la région du filtre 
de sélectivité n'a pu être obtenue en raison d'une absence d'expression de toutes 
les constructions contenant des mutations en cystéine pour des résidus du filtre de 
sélectivité. La modélisation à l'époque a été effectuée alors qu'aucune structure 
cristalline n'existait pour un canal K+ a 6TM. 
Nous avons réussi à exprimer des constructions contenant des mutations en 
cystéine dans le filtre de sélectivité de TRPV5 par la fabrication de sous-unités 
dimériques limitant l'impact d'une mutation (au lieu de 4 résidus mutés sur 4 pour 4 
sous-unités, on a deux résidus mutés sur 4 pour deux sous-unités) et de nouvelles 
structures pour canaux K+ à 6TM ont été résolues (dont la structure de Kv1.2). 
Parmi les canaux ioniques, seule la structure des canaux K+ a été obtenue 
par cristallographie. À ce jour, il existe très peu de données sur la topologie du 
'filtre de sélectivité des canaux sélectifs au Ca2+. Le résidu 0542 a été identHié 
comme crucial dans la sélectivité de TRPV5 [44] mais aucune donnée 
expérimentale sur l'emplacement spatial dans la structure tertiaire de ce résidu 
dans le filtre de sélectivité n'est disponible actuellement. 
L'objectif de ce travail est donc de compléter l'étude topologique 
commencée dans la région extracellulaire du pore pour y ajouter le filtre de 
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sélectivité de TRPV5 et de refaire la modélisation moléculaire en utilisant les 
dernières structures disponibles à l'heure actuelle, d'étudier et de décrire pour la 
première fois la topologie 3D d'un filtre de sélectivité pour un canal sélectif au Ca2+ 
et de décrire la position des résidus qui y remplissent un rôle important. 
2. Matériel et méthodes 
2.1. Biologie moléculaire 
L'ADN codant pour le canal TRPV5 sauvage (GenBank AJ133128) a été 
obtenu par notre laboratoire [44] par clonage sur des tubules distaux purifiés 
prélevés de lapin. L'ADN du canal a été introduit dans des vecteurs appropriés, 
tels que pCMV-tag5a pour injection d'ADN ou transfection dans des cellules de 
mammifère ou pT7TS pour injection d'ARN. 
2.1.1. Mutagenèse dirigée 
Toutes les mutations ont été introduites par mutagenèse dirigée par PCR 
(Polymerase chain reaction) en utilisant le Quick-Change™ XL-mutagenesis kit 
(Stratagene, LaJolla, CA). On synthétise une paire d'oligos sens et antisens de 39 
bases identiques à la séquence de départ sauf pour la mutation que nous voulons 
introduire. Comme pour les réactions de PCR classiques, on utilise un cycle de 
variation de température pour séparer les brins parentaux, hybrider les brins 
parentaux et les oligos puis synthétiser un nouveau brin. Dans ce cas par contre, 
comme les oligos sont situés au même emplacement, les brins synthétisés ne sont 
pas utilisés dans les cycles subséquents et la totalité de l'ADN de départ est 
répliquée. L'amplification n'est donc pas exponentielle et chaque cycle synthétise 
la même quantité d'ADN. Par conséquent, la concentration d'ADN parental n'est 
jamais négligeable et une fois la réaction complétée, il faut dégrader l'ADN 
parental. Comme ce dernier est méthylé et l'ADN synthétisé in vivo ne l'est pas, 
l'enzyme Dpn1 dégrade uniquement l'ADN parental. De plus, contrairement à 
l'ADN parental, l'ADN synthétisé comprend deux brins complémentaires linéaires. 
Une réplication in vivo dans des bactéries ultra-compétentes (XL 10 Gold) soude 
les extrémités de chaque brin et forme un ADN circulaire. Le vecteur contenant le 
canal est ensuite récupéré et amplifié au besoin par Midi prep. Toutes les 
mutations ont été confirmées par un séquençage fait par Bio S& T (Lachine,Oc). 
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Le canal TRPV5 sauvage étant inhibé par les réactifs MTS (méthane thio 
sulfonate), le canal TRPV5 C556S a été utilisé comme canevas pour toutes les 
constructions étudiées dans ce mémoire et l'avait aussi été pour celles déjà 
obtenues. Les réactifs MTS se sont montrés inactifs sur le canal TRPV5 C556S et 
les propriétés du canal n'ont pas été affectées par l'introduction de cette mutation 
(forte rectification entrante et affinité au Ca2+) [54]. 
2.1.2 Construction de dimères 
Les mutations ponctuelles en cystéine du filtre de sélectivité (1540 à P544) 
ont été identifiées précédemment comme n'étant pas fonctionnelles [54]. Pour 
étudier ces constructions, nous avons fait des dimères en unissant les sous-unités 
de TRPV5 deux par deux. Une des sous-unités ne comprenait que la mutation 
C556S et la seconde, les mutations non fonctionnelles et C556S. Les deux sous-
unités ont été liées par 5 glutamines consécutives. 
Pour effectuer la construction, les 5 glutamines et le site de restriction Sacll 
ont été introduits à la fin de la séquence codant pour TRPV5 C556S, remplaçant le 
codon stop (construction A). Le site de restriction Sacll a aussi été introduit sur le 
côté N-terminal de la séquence codant pour TRPV5 C556S, remplaçant le codon 
de départ ATG (construction B). L'ADN de la construction B a été linéarisé par la 
digestion faite par une enzyme de restriction dont le site de restriction était situé en 
amont de la séquence du canal (Hindlll) et par Sacll, alors que la section codant 
de la construction A a été linéarisée et isolée par digestion par Hindlll et Sacll. Le 
dimère a finalement été obtenu en insérant la section codante de la construction A 
dans la construction B par processus de ligation. (figure 18) 
Hind III 
I-~\ ~!----I v 
+ Hind III Sac II 
,L----_A __ ~ QQQQQ • 
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Figure 18. Construction de dimères. La construction de dimères a lieu en liant deux sous 
unités après un processus de digestion. 
Les constructions dimériques suivantes ont été faites et testées par 
électrophysiologie (les mutations avant le _ sont sur la section A du dimère, celles 
après sont sur la section B (figure 18)). C556S_C5556S (canal contrôle), 
C556S 1541 C+C556S, C556S E522C+C556S, C556S 1541 C+D542G+C556S, 
- - -
C556S_1541 C+D542N+C556S, C556S _D542C+C556S, C556S _ G543C+C556S, 
C556S _ D542G+G543C+C556S, 
C556S_D542G+P544C+C556S, C556S_A545C+C556S, C556S_N546C+C556S, 
C556S_Y547C+C556S, C556S_L551C+C556S, C556S_P552C+C556S. 
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2.1.3 Synthèse d'ARN et expression recombinante in vivo 
Le vecteur pT7TS est conçu pour la synthèse d'ARN, codant pour la p-
globine en son extrémité 5'. Pour obtenir de l'ARN, on linéarise la construction par 
digestion avec l'enzyme de restriction BarnHI et on effectue la synthèse 
proprement dite à partir du kit mMessage mMachineR transcription kit (Ambion, 
Austin, Texas). L'ARN obtenu à partir du vecteur pT7TS est bon pour injection in 
vivo, avec une chaîne polyA du côté 3' et un capuchon du côté 5'. 
Le vecteur utilisé pour l'expression recombinante et les expériences 
électrophysiologiques est l'ovocyte de grenouille Xenopus laevis (University of 
Alberta, Edmonton, AI). Ce mode d'expression est pratique puisque les courants 
sauvages des ovocytes sont connus et étudiés depuis des années. De plus, la 
grande taille des ovocytes par rapport à d'autres types de cellules rend les 
injections et les manipulations beaucoup plus simples et faciles. 
L'opération et le prélèvement des ovocytes ont été documentés 
précédemment [44]. L'ARN a été injecté pour des quantités variant de 4,6 ng à 
13,6 ng par ovocyte pour des concentrations variant de 0,1 à 0,3 ~g/~L. Les 
ovocytes injectés ont été incubés à 18!{; dans une solution saline de 100 mM NaCI 
sans Ca2+ ni sérum pour un temps de 24 à 48 heures avant les expériences. 
2.2 Mesures électrophysiologiques 
2.2.1 Voltage imposé à deux électrodes 
Les ovocytes étant de grosses cellules (-0,5 mm de rayon), la résistance 
d'une électrode faite d'une pipette de verre n'est pas négligeable par rapport à la 
résistance globale de la membrane (-MO). En patch clamp, il est impossible de 
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différencier la résistance due à la membrane étudiée de celle de la pipette. Pour de 
petites cellules, ou pour des mesures en « cell-attached » ou « inside-out », cela 
n'est pas important puisque les résistances des membranes sont beaucoup plus 
grandes que celles des pipettes (petites cellules, >100 MO, « cell-attached » ou 
« inside-out » >1 GO). Il faut donc, pour effectuer des mesures sur des ovocytes 
entiers, un système électrique à deux électrodes, une électrode (V) servant à 
mesurer la différence de potentiel entre le bout de l'électrode et la mise à terre et 
une seconde électrode (1) servant à fournir le courant nécessaire au maintien de ce 







I-to-V converter "> .... -0 V = lm X R 
Figure 19. Schéma électrique d'un montage de voltage imposé à deux électrodes CV et 
1). Montage adapté pour une configuration en voltage imposé ou en courant imposé. Adapté 
de [55]. 
Nous avons utilisé un amplificateur de voltage imposé à deux électrodes 
(OG-725, Warner Instruments). Les lTIicro-électrodes avaient une résistance de 1-2 
MO et étaient remplies d'une solution de 3 M KGI, 1 mM EGTA et 10 mM Hepes, 
titrée à un pH de 7,4 et connectée au circuit par un filament d'argent chloruré. Les 
ovocytes ont été perfusés par gravité à un flux de 10 mUmin par une solution de 
120 ITIM UOH, 5 mM EGTA, 2 mM KOH et 20 mM HEPES titrée à un pH de 7,35. 
Les courants instantanés et la relation courant/voltage ont été mesurés par 
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l'application d'une rampe de courant variant de +80 mV à -150 mV à une vitesse 
de -0,575 mV/ms. Le potentiel de repos est fixé à-50 mV et le protocole de rampe 
comprend un plateau pour diminuer le courant parasite capacitif (dû au 
changement brusque de voltage). Le gradient de voltage de la rampe est conservé 
suffisamment bas pour que la contribution capacitive soit négligeable par rapport à 
nos courants. Le courant de départ pour chaque expérience est évalué après un 
rinçage de quelques minutes et une stabilisation du courant. L'acquisition des 
mesures et l'application des protocoles ont été faites à partir du logiciel pClamp 
(Clampex 8.1, Molécular Devices, anciennement Axonlnstruments, Sunnyvale, 
Ca). Les données ont été acquises à une fréquence de 10kHz et filtrées avec le 
filtre passe bas intégré à l'amplificateur réglé à 5 kHz. L'analyse des mesures a été 
faite avec Origin 7.0 (OriginLab Corporation, Northamptin, Ma). La portion de 
l'incertitude due à nos instruments de mesure est négligeable par rapport à celle 
due à d'autres facteurs incontrôlables, nous n'en avons donc pas tenu compte 
dans la présentation de nos résultats. La variance de mesures étant élevée, alors 
que la valeur moyenne de nos mesures reste reproductible, nous présentons donc 
l'incertitude de nos résultats sous la forme de l'incertitude à la moyenne (S.E.M). 
2.2.2 Patch Clamp 
Pour étudier de petites sections de la membrane ou pour mesurer des 
courants de cellules entières de petites cellules, la technique du voltage imposé à 
deux électrodes n'est plus appropriée. On doit alors utiliser la technique du patch 
clamp à une seule électrode. Cette technique mesure simplement le courant 
nécessaire au maintien d'un potentiel sur le circuit électrique entre l'amplificateur et 
la mise à la terre. Comme le patch clamp à une électrode ne peut faire abstraction 
de la résistance intrinsèque de l'électrode, cette technique ne peut servir que pour 
étudier des systèmes à grande résist~nce (>100 MO). Cette technique permet 
l'observation de très faibles courants >1 pA et donc l'observation de canaux 
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unitaires. Les conformations possibles sont en « cell-attached », où on mesure le 
courant au travers de la surface de membrane sous le bout de la pipette sans la 
séparer du reste de la cellule, en « whole-cell », où le milieu de la pipette est en 
contact avec le milieu intracellulaire et où le courant est mesuré sur la totalité de la 
cellule, en « inside-out », où on mesure le courant au travers de la surface de la 
membrane sous la pipette et où cette surface est arrachée de la cellule, exposant 
le côté intracellulaire au bain et, finalement, en « outside-out », conformation 
identique à celle du « inside-out» mais où le côté extracellulaire fait face au bain 
(figure 20). 
igure 20. Configuration de patch clamp. A: «cell-attached »; B: «inside-out »; 
: « whole-cell »; D: « outside-out ». Tiré de [56]. 
Les mesures de courants unitaires ont été obtenues sur des ovocytes dans 
la configuration « cell-attached » à la température de la pièce avec un amplificateur 
Axopatch 2008 (Molecular Devices, anciennement Axon Instruments, Sunnyvale, 
Ca) après avoir retiré la membrane vitelline dans une solution hypertonique de 
250 mM KCI [57]. Les pipettes ont été faites à partir de tubes capillaires en 
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borosilicate, étirées avec un étireur de pipettes Narishige (Modèle PP-83), remplies 
d'une solution de 140 mM Na-Aspartate, 10 mM NaCI, 10 mM EGTA, 10 mM 
HEPES et titrée à un pH de 7,3 avec de l'acide aspartique. Le bain était rempli 
d'une solution de 150 mM K-Aspartate, 10 mM EGTA, 5 mM MgCI2, 10 mM 
HEPES titrée à un pH de 7,4 pour annuler le potentiel membranaire de l'oeuf. Avec 
ces solutions, la résistance des pipettes variait de 4 à 5 MO. Toutes les mesures 
exprimées ici le sont sous la forme de -Vp pour se conformer à la convention selon 
laquelle la mise à la terre est toujours extracellulaire. Tout enregistrement 
contaminé par le canal perméable aux cations et sensible à la pression (( strech 
activated channel») [58] a été écarté. L'acquisition des données s'est faite avec un 
système Digidata 1322A (Molecular Deviees, anciennement Axon Instruments, 
Sunnyvale, Ca) couplé avec le logiciel pClamp (Clampex 9.2, Molecular Deviees, 
anciennement Axonlnstruments, Sunnyvale, Ca). Les données ont été acquises 
avec un échantillonnage de 10kHz et filtrées à 1 kHz. Le protocole d'acquisition 
était constitué d'une série de pulses variant de -150 mV à 80 mV par tranche de 
10 mV et séparés par un potentiel de repos de 0 mV à une fréquence de 1 Hz. 
L;analyse des courants unitaires a été faite avec Clampex9.2 en utilisant l'outil 
« automatic detection of events» avec un seuil minimal de -1,5 pA, valeur 
permettant d'écarter le bruit. Les niveaux de courant ont été déterminés par un 
lissage des histogrammes de densité de courant avec une somme de 
gaussiennes. À cause de la recti'fication du canal, la conductance unitaire est 
basée sur les canaux unitaires observés entre -140 mV et -80 mV et calculée par 
une régression linaire des niveaux de courant faite dans Origin 7.1. 
2.2.3 Étude de SCAM 
lIne étude de SCAM (Substituted cystein accesibility method) est une 
technique employée pour mesurer l'accessibilité d'un résidu sur une protéine par le 
milieu aqueux environnant, le milieu extra ou intracellulaire. Pour y arriver on utilise 
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une des caractéristiques de la cystéine; son groupement -SH. En effet, ce 
groupement thiol a la propriété de former un lien covalent de manière spécifique 
avec d'autres groupements thiol lorsque placé en milieu aqueux (ce qui explique 
les ponts disulfure). Plusieurs composés contiennent aussi un groupement thiol 
(composés MTS). Si un résidu cystéine est accessible pour le milieu aqueux et que 
le composé peut atteindre ce résidu, il y aura formation d'une liaison covalente 
entre la cystéine et le composé. 
Pour mesurer l'accessibilité du milieu à la position d'un résidu (le SCAM), il 
faut construire une protéine dont on a retiré tous les résidus cystéines 
possiblement accessibles pour le milieu aqueux dans le but de produire une 
protéine contrôle ne réagissant pas aux composés MTS. Ensuite, on mute le 
résidu que l'on veut étudier en cystéine, on exprime la protéine dans un système 
recombinant puis on expose la protéine à un composé MTS. Si le groupement thiol 
de la cystéine est en milieu aqueux et qu'il est accessible pour le thiol du composé 
MTS, le composé formera une liaison covalente avec la cystéine. 
L'effet de cette liaison est mesuré de manière indirecte par les effets du 
composé sur la protéine. La tête des composés MTS est très variable, il peut y en 
avoir comportant des charges positives, négatives, des sondes fluorescentes etc. 
Les effets peuvent donc être très variés, allant de l'effet stérique à la radiation 
Huorescente et parfois à l'absence d'effet. En plus de l'accessibilité, un choix 
approprié de composés MTS peut fournir beaucoup d'informations sur la topologie 
d'une protéine et sur le milieu chimique environnant le résidu muté. On peut 
étudier la topologie de régions entières avec cette technique en étudiant un après 
l'autre chaque résidu de cette région. 
Les composés MTS utilisés pour ce SCAM sont des MTS chargés de 
différentes tailles, le MTSEA, le MTSET et le MTSES, et ont été achetés de 
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Anatrace Inc. (Maumee, OH). Le MTSMT a été acheté de Toronto Research 
Chemicals (Toronto, On). 
Le MTSEA et Le MTSET sont chargés positivement, ont environ 1 nm de 
longueur (9 A) et ont des diamètres de, respectivement, 4,6 A (20 A2) et 5,8 A 
(30 A2). Le MTSHT et MTSMT, aussi chargés positivement, ont un diamètre de 
5,8 A (30 A2 ) pour une longueur de 14 A et 8 A. Le MTSES est chargé 
négativement [59]. (figure 21) 
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Figure 21. Structure chimique des composés MTS utilisés. 
Comme les réactifs MTS sont rapidement hydrolysés en solution (temps de 
demi-vie de 5-10 min), les solutions comprenant des composés MTS étaient 
fraîchement préparées juste avant la perfusion. Les courants de base étaient 
établis après un rinçage dans une solution sans Ca2+ (voir la section du voltage 
imposé à deux électrodes). Les composés MTS étaient dissouts dans la solution 
sans Ca2+, puis perfusés directement dans le bain. Le courant était mesuré par des 
rampes de voltage toutes les 30 s, jusqu'à 5 min après exposition aux composés 
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MTS. Après 5 min, les composés I\IITS n'ayant pas réagi sont lavés par perfusion 
de la solution contrôle. Les rampes de voltage nous permettent d'évaluer la qualité 
des enregistrements par la stabilité de la rectification des enregistrements. 
2.3 Modélisation par alignement de structures 
secondaires 
Nous avons obtenu notre alignement de séquences par alignement de 
structures secondaires. Cet alignement a été fait selon les algorithmes de Sam 
T06 basés sur les logiciels de modélisation Sam T04 et Sam T02 [51-53, 60, 61]. 
Nous avons soumis la section de la séquence de TRPV5 comprise entre les 
résidus S318 et S616 inclusivement sur le serveur de l'université de Santa Cruz 
(http://www.soe.ucsc.edu/research/compbio/SAMT06/T06-guery.html). Une seule 
protéine cristallisée jusqu'à maintenant s'est avérée compatible avec TRPV5 
comme canevas pour une modélisation, Kv1.2 (2A79.pdb). L'alignement obtenu 
est continu pour les segments S2 à S6 sauf pour certaines boucles extra ou 
intracellulaires. Le fichier pdb de la structure de Kv1.2 ne contenant, de manière 
complète, que la structure des segments S2 et S4-S6, la modélisation s'est faite 
uniquement sur ces régions. Les autres segments TM sont présents dans le 'fichier 
pdb, mais seule la chaîne principale y est et les résidus ne sont pas identifiés. Ils 
ne peuvent donc pas servir pour la modélisation. L'alignement complet est 
disponible dans la section résultats. 
L'alignement fourni par Sam-T06 a montré que le filtre de sélectivité de 
TRPV5 n'est pas apparenté avec celui des canaux K+, ils ne pourront donc pas 
être utilisés pour la modélisation du site de liaison. Par contre, comme le résidu 
D542 forme probablement le site de liaison pour les ions Ca2+ du canal, il sera 
possible de trouver des contraintes de modélisation sur ce résidu. Nous avons 
utilisé le fait que l'affinité de ce site de liaison est du même ordre de grandeur que 
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celle du site de liaison de la calmoduline, lui aussi formé de résidus Asp, pour 
modéliser le filtre de sélectivité de TRPV5 à partir de contraintes extraites du site 
de liaison de cette dernière. En se basant sur les données cristallines de la 
calmoduline, nous avons évalué la distance entre les résidus 0542 et l'ion Ca2+ à 
2,3 A (atome 0 du groupement carboxyle). Pour satisfaire cette contrainte, 
l'espace entre les hélices du pore de TRPV5 doit être plus large que celui de la 
protéine canevas Kv1.2. 
Comme les données sur la structure secondaire obtenues par Sam-T06 
prédisent une hélice du pore de même longueur pour les deux protéines, il ne peut 
être acceptable de diminuer la longueur de l'hélice pour dégager de l'espace dans 
le pore. Par contre, Sam-T06 ne prédit aucune corrélation entre les boucles 
extracellulaires liant S5 et l'hélice du pore et celles liant le filtre de sélectivité et S6 
de TRPV5 avec Kv1.2. On peut donc en conclure que bien que les hélices du pore 
soient identiques dans les deux protéines, leurs positions pourraient être 
différentes par rapport à S5 et S6. Nous avons donc décidé de translater l'hélice 
du pore selon son axe tout en conservant la phase (la position spatiale des crêtes 




Figure 22. Visualisation de la modélisation de l'hélice du pOTe. L'hélice du pore de 
TRPV5 en vert, l'hélice du pore de Kv1.2 dans la position spatiale originale obtenue des 
coordonnées atomiques en rouge et l'hélice du pore de Kv1.2 dans une position translatée 
de 4 A.A. par rapport à la posilion des coordonnées cristallines. Le F représente la position 
d'une phénylalanine. A. L'alignement de structures secondaires tel que fourni par Sam-T06 
indique que la structure des deux sections est corrélée. B. La position spatiale de l'hélice du 
pore de TRPV5 par rapport à celle de Kvl.2 en tenant compte des contraintes spatiales 
exigées par le filtre de sélec(Îvité sur celle de TRPV5 et de l'interaction d'une 
phénylalanine de l'hélice du pore avec les segments S5/S6. C. L'alignement final utilisé 
pour la modélisation, soit l'alignement de TRPV5 sur une hélice du pore de Kv1.2 
translatée dans l'espace par rapport aux données atomiques. 
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Le déplacement voulu devait se faire parallèlement à l'axe initial de l'hélice, 
de façon à ne pas créer de vide ou de collision entre les segments S5 et S6 et 
l'hélice du pore. De plus, l'interaction entre les gros résidus hydrophobes de 
l'hélice du pore et le reste de la protéine joue probablement un rôle important dans 
la stabilité du filtre de sélectivité de la protéine, il est donc important de ne pas 
causer de perturbation importante dans ces interactions. Or, il se trouve qu'un 
décalage de 4 A.A. de l'hélice du pore permet la superposition d'une phénylalanine 
qui projette directement vers S5 et S6. Finalement, les données de SCAM 
obtenues préalablement sur cette section du canal confirment qu'un décalage de 
4 A.A. vers l'extérieur donne une orientation de l'hélice a en très bonne 
concordance avec les données expérimentales. 
Pour effectuer cette modélisation qui demande l'alignement de TRPV5 sur 
une section déplacée de Kv1.2, nous avons fait notre modélisation en 3 étapes. 
Premièrement, nous avons fait 50 modèles dans lesquels les hélices du pore de la 
protéine canevas ont été tronquées de 4 A.A. du côté du pore et dans lesquelles le 
filtre de sélectivité de la protéine canevas était remplacé par celui de TRPV5, 
créant l'espace suffisant pour le filtre de sélectivité de TRPV5. Ensuite, nous avons 
effectué une modélisation de 150 modèles de TRPV5, basée sur la structure de 
Kv1.2 obtenue lors de la première étape de modélisation et basée sur les hélices 
du pore de Kv1.2 complètes mais décalées par rapport à la position initiale dans 
Kv1.2. Finalement, la modélisation a été complétée par une modélisation de novo 
des deux boucles extracellulaires selon les paramètres de base de Modeller (100 
modèles). Les sections modélisées de novo sont, pour la boucle de S5 à l'hélice 
du pore, les résidus F508-D525 (18 résidus) et pour la boucle du filtre de 
sélectivité à S6, les résidus P544-Y555 (12 résidus). Toute la modélisation a été 
effectuée à l'aide du logiciel Modeller 9v1 [62-65] (Tous les fichiers de modélisation 
sont disponibles dans l'Annexe A). 
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Entre chaque modélisation, les modèles obtenus ont été sélectionnés sur la 
base du critère molpdf, donné par Modeller et correspondant à la fonction objectif 
et du critère G341 , représentant la variation RMS entre le modèle et le canevas. 
Les modèles ayant les meilleurs scores ont été étudiés par Procheck [66], les 
modèles sans problème majeur d'énergie et ayant le meilleur score global sur 
Procheck ont été conservés. 
Toute la visualisation du modèle a été faîte à partir de la suite de logiciels 
Insight Il (Accelrys, San Diego, Ca). 
3. Résu Itats 
3.1. Modélisation 
3.1.1 Étude théorique de la structure secondaire 
Nous avons étudié la structure secondaire de TRPV5 à l'aide du logiciel 
8am-TOS. L'analyse a révélé une structure composée de plusieurs hélices a 
cohérentes avec la structure à 6TM de la superfamille des canaux à 6TM. De fait, 
tous les segments transmembranaires prédits théoriquement [40] (S1 : 328-350, 
82: 384-406, 83: 421-443, S4: 447-469, S5: 484-505, 86: 556-578) 
correspondent à des prédictions d'hélice a. De plus, entre les segments S5 et 86, 
on trouve une hélice a correspondant à l'hélice du pore des canaux K+. 
L'alphabet de structure secondaire dssp-ehl2 utilisé pour montrer les 
résultats est un alphabet simplifié permettant de bien visualiser la structure 
secondaire d'une protéine. Dans cet alphabet, on divise les structures en trois 
catégories, les hélices (a, i et Pi) représentées par la lettre H, les feuillets ou fibres 
~ représentés par la lettre E et les autres conformations (coude, structure 
changeant la direction de la chaîne principale ou désorganisée), représentées par 
les lettres C ou L. Les prédictions de structures secondaires de TRPV5 montrent 
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Figure 23. Structure secondaire prédite par le logiciel Sam-T06. La numérolation des 
A.A . est celle du canal TRPV5 à laquelle on soustrait 3J 7 A.A. (C556 serait donc C(556-
3I7)=C339), les résultats sont montrés dans l'alphabet Dssp-ehlI 2 où H désigne des hélices 
et où la grosseur de la lettre indique la probabilité de la prédiction. En rouge. les prédictions 
de Hoenderop et al., en jaune, notre prédiclion pour la tour, l'hélice du pore et le filtre de 
sélecti vité. 
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3.1.2 Protéines canevas et alignement 
Le logiciel Sam~T06 compare les résultats de la prédiction de structure 
secondaire avec ses banques de données de protéines dont la structure est 
résolue par cristallisation. Le logiciel nous a fourni les protéines ayant le meilleur 
alignement, mais une seule avait une valeur E suffisamment basse pour effectuer 
une modélisation. Cette valeur est du même ordre de grandeur que la probabilité 
d'obtenir un alignement équivalent à celui obtenu de manière aléatoire. Des 
valeurs proches de 1 représentent donc de mauvaises protéines canevas. 
La protéine identifiée par Sam~T06 est le canal K+ Kv1.2 (2A79.pdb) avec 
une valeur E de -6x10·14 . Le logiciel a aussi fourni le canal KvAP (2AOL.pdb et 
10RQ.pdb) avec une valeur E de -1 x1 0.1• Cette dernière valeur indique que les 
deux protéines sont apparentées, mais est insuffisante pour effectuer une 
modélisation. 
L'alignement brut fourni par le logiciel Sam~T06 correspond à l'alignement 
de la séquence primaire de TRPV5 sur celui de Kv1.2 ('figure 24). Toutefois, les 
données cristallines de Kv1.2 ne correspondent pas exactement à la séquence 
associée au fichier pdb utilisé par Sam~ T06 pour l'alignement de structure 
secondaire. L'ordre des A.A. a été modifié, par exemple, S3 se retrouve à la fin du 
fichier pdb, alors que dans l'alignement, il est entre S2 et S4. Certaines sections 
n'ont pas été résolues (les boucles extramembranaires reliant S2~S3, S3-S4 ne 
sont pas dans le 'fidlier pdb) et pour certains acides aminés de la structure, seule 
la chaîne principale est résolue, les A.A. ne peuvent donc pas être identifiés. 
(Seule la chaîne principale de S1 et S3 est présente dans le fichier pdb, et les A.A. 
ne sont pas nommés). Nous n'avons donc pas pris l'alignement brut pour la 
modélisation, mais utilisé l'alignement suivant (figure 25). Nous avons modélisé 
62 
les segments S2 et toute la protéine entre 84 et S6. Seule la chaîne principale du 
segment S3 était disponible et ce segment a donc été exclu de la modélisation. 
On constate que les deux boucles extracellulaires (liant 85-hélice du pore et 
le filtre de sélectivité-S6) sont plus longues pour TRPV5 que pour Kv1.2 de 3 ou 4 
A.A. Cette observation n'était pas présente dans le modèle basé sur KcsA (figure 
25), la position des segments 85 et 86 est donc décalée par rapport au modèle 
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Figure 24. ALignement de TRPVS sur Kvl.2 fourni par Sam-T06 sans modification 
Les identités sont représentées en rouge et les similitudes en vert. 
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Alignement modifié pour la modélfsation 
S5 Hélice du pore 56 
TRPV5 HITTQT!DPNNLG!rSDYPTlLrSTT!LrLTII~GPANY3V~LPrBYli 




Alignement pOlI" la modélisation basé sur Kc~A 
TRPV5 
Figure 25. Alignement de TRPV5 sur KvJ.2 tel qu'utilisé pour la modélisation. Le 
identilés som représentées en rouge et les similitudes en vert. Les segmenl 
transmembranaires modélisés sont surlignés en violet et l'emplacement prédit de l'hélice d 
pore est surligné en jaune Pour l'alignement basé sur KcsA, la position des segmen 
transmembranaires est identifiée en turquoise. 
3.1.3 Modèle 
Le modèle final de TRPV5 (652 A.A.) a une énergie de 18642 kJ/mol 
(4453 Cal/mol), soit une valeur de moyenne de 29 kJ/mol par A.A. Ou point de vue 
énergétique. le modèle ne comporte aucun problème majeur, l'énergie maximale 
associée à un résidu étant <400 kJ/mol « 1 00 Cal/mol). 
La viabilité du modèle a été évaluée par le logiciel Procheck, et a donné un 
résultat de -0,18. Procheck est un logiciel servant à valîder les structures, il 
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analyse l'ensemble des liaisons d'un modèle et, par un algorithme, donne une note 
globale à la structure en comparant les valeurs de la structure (distance 
interatomique, angle, etc) avec les valeurs standards obtenues sur l'ensemble des 
banques de données. Un modèle avec une note globale <-1 est invalide. À partir 
de >-0,5, les modèles sont jugés acceptables. Les résultats globaux de l'analyse 
par Procheck. sont disponibles dans l'Annexe B. 
Le graphique de Ramachandran montre la distribution des angles cp et 4J 
des Ca de la protéine. Le graphique peut être divisé en 4 zones pour les Ca des 
résidus autres que la glycine ou la proline: la zone permise, dans laquelle la 
majorité des Ca se situent ; la zone permise étendue, zone dans laquelle les Ca 
peuvent se situer sans problème, mais avec une probabilité plus faible que la 
première zone; la zone limite, dans laquelle les Ca peuvent se retrouver, mais de 
manière instable, et, finalement, la zone interdite, dans laquelle les Ca ne peuvent 
pas se retrouver. Dans la majorité des coordonnées atomiques de cristal ou des 
modèles, on retrouve quelques rares Ca (de l'ordre de 1 %) dans la zone interdite, 
cela indique une imperfection des données. On constate que la grande majorité 
des résidus ont comme structure secondaire une hélice a (majoritairement 
contenue dans les segments transmembranaires et l'hélice du pore). Seulement 8 
résidus sur 652 sont dans des régions interdites ('figure 26). Pour la portion du 
modèle allant de S5 à S6, 4 Ca sur 396 se retrouvent dans la section interdite 
(figure 27). Les résidus des zones limite et interdite sur la section allant de S5 à 
S6, ont été identifiés sur une figure. Deux phénylalanines voisines semblent 
particulièrement problématiques, elles sont situées à la fin de S5. ('figure 28) 
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Figure 28. Représentation des Résidus dont les Ca sont dans les zones interdite 
limite du graphique de Ramachandran. Représentation du modèle de 55 à 56, les résidusl 
la zone interdite sont en rouge et ceux de la zone limite sont en jaune. On constate 
plusieurs résidus hydrophobes pointant vers J'extérieur de la zone modélisée 
problématiques. 
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Figure 29. Visualisation du modèle 3D du canal TRPVS. En haut, vue globale des 4 
sous-unités du canal, le haut pointant vers le milieu exrracellulaire. En bas, vue de 4 sous-
unités du pore du milieu extracellulaire. L'ion Ca2+ est identifié en rouge. 
Le modèle comprend des boucles extracellulaires plus grandes que celles 
de Kvl .2 de trois A.A. dans le cas de la boucle reliant le segment 85 à l'hélice du 
pore (dite la «tour») et de 4 A.A. pour celle liant le filtre de sélectivité au segment 
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86. D'après le modèle, la boucle transmembranaire reliant 85 à l'hélice du pore est 
très étendue vers le milieu extracellulaire. La boucle reliant le filtre de sélectivité à 
86 projette moins loin dans le milieu extracellulaire que celle de la tour et est plus 
rapprochée du pore. La longueur des deux boucles extracellulaires est une des 
différences imponantes entre le modèle basé sur Kvl.2 (longues boucles) ou le 
modèle basé sur KcsA (courtes boucles). Le filtre de sélectivité est beaucoup plus 
large que celui de Kvl.2 de telle sorte que les résidus au-dessus de 0542 sont 
accessibles du côté extracellulaire. (figure 29, figure 30, figure 31 ) 
Le pore a une largeur de 8-10 A entre les carbones a de chaînes opposées 
à la hauteur du résidu 0542. Celle valeur est concordante avec des mesures 
expérimentales suggérant un pore dont la taille varierait entre 5,4 A (testé sur 
TRPV6 [67]) et 8,5 A (testé sur TRPV5 [68]) (figure 32). Celle valeur est beaucoup 
plus grande que celle évaluée pour le canal Kvl .2, de 3-4 A, évaluée à partir des 
coordonnées cristallines. 
Figure 30. Visualisation du modèle 3D du canal TRPV5 en ruban. En haut, vue globalel 
des 4 sous-unités du canal, le haut pointant vers le milieu extracellulairc. En bas, vue de 
sous-unités du pore du mi lieu extracellulaire. 
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IFi"",". 32. Visualisation en coupe du filtre de sélectivité du canal TRPV5. Vue du 1 
sé lectivité en lOuré de l'hélice du pore el la boucle extracelluJaire reliam le filtre 
Isélec,iI' li ' lié à S6. Les A.A étudiés en SCAM dans ce mémoire sont présentés: 1541 en o,alnc,l 
ID:;42 en turquoise, G543 en orange, P544 en vert, AS45 en rouge, N546 en bleu et Y547 
le haut pointant vers le milieu ex trace llulaire. 
3.2. Résultats expérimentaux 
Les acides aminés du filtre de sélectivité ont été étudiés avec des 
constructions dimériques. L'expression de plusieurs de ces constructions 
(C556S_C556S+(1541C, D542C, G543C, P544C, A545C) et C556S_C556S) chez 
les ovocytes a été vérifiée par Western Blot. Pour chacune des constructions, le 
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poids moléculaire obtenu est celui attendu pour une construction dîmérique, soit 
166 kDa (figure 33). 
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Figure 33. Western Blot des membranes totales d'ovocyte. En ordre. 1 non injecté, 
monomères C556S, 3 dimères contrôle C556S_C556S. 4 dimères C556S _ 1541C + C556S, 
5 monomères C556S _ D542C + C556S. 6 dimères C556S _ G543C + C556S. 7 dimères 
C556S_ P544C + C556S, 8 dimères C556S _ A545C + C556S. Les poids moléculaire 
attendus pour les constructions dimériques sont de 166 kOa (deux foi s 83 kDa). L 'anticorp 
primaire utili sé est celui du lapi n contre la protéine TRPV5 de rat (CaT2) (Alph 
Diagnostic) (1: 1 (0). Les unités de l'échelle sont en kOa. La duplication des bandes de J 
piste 2 est due à la présence de la protéine non glycosyJée. 
3.2.1 . Voltage imposé à deux électrodes 
Le canal C556S_C556S, utilisé comme point de départ pour toutes les 
mutations subséquentes, réagit très peu aux composés MTS tant chargés 
positivement que négativement (MTSEA, MTSMT, MTSES, MTSET). (figure 34, 
figure 35, tableau 1). 
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3.2.1.1 Le filtre de sélectivité 
Une étude précédente de SCAM sur le canal n'a pas permis d'étudier le 
filtre de sélectivité puisque les mutations en cystéine du 'filtre rendaient le canal 
non fonctionnel [54]. Ce problème a été résolu par la construction de protéines 
dimériques portant une seule mutation sur la sous-unité B (voir Matériel et 
Méthodes, construction de dimère) de type C556S_XXC+C556S. Les mutations en 
cystéine ont été étudiées dans le filtre de sélectivité du résidu 1541 au résidu Y547. 
Les résultats pour le voltage imposé à deux électrodes sont présentés en 
trois sections: les résidus situés théoriquement plus haut dans le nitre de 
sélectivité que 0542, ceux qui sont situés sous 0542 et finalement, les 
constructions incluant une mutation sur 0542. Les patrons d'inhibition des deux 
premiers groupes ont des caractéristiques utiles à la compréhension de la 
topologie du filtre de sélectivité de TRPV5. Le dernier groupe permet d'isoler les 
effets du résidu 0542 dans la topologie du filtre de sélectivité et d'évaluer ses 
effets sur l'accessibilité à d'autres résidus dans le filtre de sélectivité. 
Résidus G543, P544, A545, N546, Y547 
La 'figure 34 montre que les résidus autour de 0542, G543C, P544C, 
A545C, N546C et Y547C sont tous inhibés par l'addition de composants MTS 
chargés positivement (MTSET, MTSEA et MTSMT) à l'exception du résidu N546C. 
Pour toutes ces constructions, l'inhibition causée par le MTSMT et le MTSET était 
complète après 30 secondes, sauf pour le mutant G543C, pour lequel l'inhibition 
était complète après 2 minutes. L'inhibition par le MTSEA était plus lente mais était 
maximale après 2 minutes. L'inhibition de chacun des mutants ne variait pas selon 
la nature du composé MTS, à l'exception du mutant C556S_C556S+A545C, pour 
lequel l'inhibition par le MTSMT a été significativement plus forte que l'inhibition 
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par le MTSEA et le MTSET. Ceci suggère que le résidu muté A545C est placé de 
façon à favoriser soit l'accessibilité d'un composé MTS dont la charge est plus 
rapprochée du groupement MTS, sOit l'inhÎbitÎon par un composé MTS dont la 
charge est plus proche du groupement MTS. L'absence d'inhibition pour la 
construction C556S_C556S+N546C indique probablement que ce résidu n'est pas 
accessible au milieu extracellulaîre (tableau1). 
dîmer CTRL 
dîmer Y547C ** 
dimer N546C 
dimer A545C ** 
dimer P544C ** 
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Figure 34. Histogramme représentant le pourcentage d'inhibition des courants 
macroscopiques après une exposition de 5 min à des composés MTS divers. Le seuil 
significatif (p < 0,01) a été posé à 25%, marqué par la ligne pointillée. Les constructions 
dont l'inhibition au MTSET étai t statistiquement significati ve sont marquées de un ou deux 
astérisques (p < 0,001 **, P < 0,01 *). L'inhibition a été mesurée après un lavage des 
composés MTS avec la solution saline 120 mM LiMES + 5 mM EGTA (Voir Matériel et 
Méthodes). 
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Pour le composé MTS chargé négativement MTSES, de dimension similaire 
au MTSET, l'inhibition des courants variait en fonction de la position. Entre G543 et 
Y547, seuls les résidus P544C et A545C se sont avérés affectés par la présence 
de MTSES (figure 34, tableau1). 
Résidu 1541 C 
Pour la construction C556S_C556S+1541C, aucun des composés MTS (tant 
chargés positivement que chargés négativement) n'a eu d'effet significatif, sauf 
pour le MTSMT qui a eu un effet très faible. Selon le modèle, 1541 devrait être 
situé sous 0542 dans le filtre de sélectivité. (figure 34, tableau1). 
Résidu D542 
La construction C556S_C556S+D542C est considérée séparément des 
autres puisqu'il s'agit d'une mutation sur un résidu crucial pour les propriétés du 
filtre de sélectivité du canal. On constate que des mutations du résidu D542, 
neutralisant la charge négative du résidu 0542, altèrent la rectification du canal, 
son affinité pour le Ca2+ [44] et ses propriétés de canal unitaire (voir plus loin). 
POLIr ces raisons, on peut croire qu'une mutation de ce résidu altérera de manière 
significative la structure du site de liaison des ions du canal. Donc, l'analyse des 
données de cette mutation en particulier doit tenir compte des effets de la 
mutation, soit une altération de l'accessibilité à l'intérieur du pore du canal. 
Nos données montrent que cette construction est fortement inhibée et ce, 
par tous les composés MTS testés, tant positifs que négatifs (MTSET, MTSMT, 
MTSEA et MTSES). Cela indique qu'en l'absence de deux Asp, le filtre de 
sélectivité se comporte comme une structure assez large pour accommoder des 
composés ayant une tête de 5,8 A (MTSET) et ce, à moins de 9 A du résidu D542 
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et que les deux Asp restants (chargés négativement) ne suffisent pas à repousser 
le MTSES (figure 34, figure 35, tableau 1). 
D542C 
A B 
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Figure 35. Courbe courant voltage du canal C556S_C556S (A) en comparaison avec 
celle de la construction C556S_C556S+D542C (B) soumise au MTSET. En noir, 
condition contrôle, en gris 70% (foncé), 30 secondes après exposition, en gris 50%, après 
2 min, en gris 30% (pâle,) après 5 min et finalement, en gris 10% (très pâle), après un 
lavage des composés MTS avec la solution saline 120 mM LiMES + 5 mM EGTA (Voir 
Matériel et Méthodes). 
Dans le but de tester les effets stériques et électrostatiques du résidu 0542 
sur l'accessibilité des résidus du filtre de sélectivité (1541 tout particulièrement), 
nous avons aussi testé plusieurs constructions comprenant un mutant cystéine 
dans le filtre de sélectivité et une mutation du résidu 0542 en glycine ou 
asparagine. Les constructions C556S_C556S+D542G+(1541 C, G543C et P544C) 
et C556S_C556S+D542G+1541 C ont donc été testées. Ces résultats nous 
permettront d'élucîder les mécanismes par lesquels 0542 agit sur l'accessibilité 
des composés MTS au filtre de sélectivité. 
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Le premier résultat montre que pour les deux constructions portant sur le 
résidu 1541, tous les composés MTS causent une inhibition significative du courant 
de cellule entière, contrairement au résultat pour la construction dans laquelle tous 
les résidus D542 étaient conservés. D'après le modèle 3D, le résidu 1541 est sÎ1ué 
sous D542 dans le filtre de sélectivité (fi ure 36, tableau 1). 
dbner CTRL 
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Figure 36. Histogramme représentant le pourcentage d'inhibition du courant 
macroscopique après une exposition de 5 min à des composés MTS divers pour des 
constructions comprenant des mutations du résidu D542. Le seuil significatif CP < 0,01) 
a été posé à 25%, marqué par la ligne pointillée. Les conslfuctions dont l'inhibition au 
MTSET était statistiquement significative sont marquées de un ou deux astérisques 
Cp < 0,001 **, P < 0,01 *). L'inhibition a été mesurée après un lavage des composés MTS 
avec la solution saline 120 mM LiMES + 5 mM EGTA (Voir Matériel et Méthodes). 
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Ensuite, on remarque peu de différences pour les résidus G543 et P544 
entre les expériences où 0542 est muté ou conservé. Ces résidus sont situés au-
dessus de 0542 dans le filtre de sélectivité. L'effet des composés chargés 
positivement est légèrement plus faible lors de la mutation 0542G, mais la 
différence n'est pas significative. (figure 36, tableau 1). 
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/lA MTSEA MTSET MTSES MTSMT 
Sauvage Oui -19±2(18) 22 ± 7 (7) 14±2(4) 14 ± 2 (7) N.D 
C556S monomère Oui -23±3 (18) 10 ± 18 (9) 8 ± 3 (5) 4 ±4 (4) o ± 1 (4) 
C556S_C556S Oui -18±2 (33) 21±5(12) 1 ± 3 (4) 1 ±3 (13) 5 ± 5 (4) 
C556S_C556S +I541C Oui -18±2 (22) 15±2(4) 22 ± 5 (10) 4 ± 2 (4) 26 ±4 (4) 
C556S_C556S 
+1541 C+D542G 




-20±2 (17) 57±3(4) 85±2(4) 45 ± 9 (3) 88 ± 2 (6) 
C556S_C556S +D542C Faiblement -4,9±9 (21) 63 ± 9 (8) 75 ± 7 (4) 57 ± 3 (3) 74±4(5) 
C556S_C556S 
Faiblement -15±2 (25) 75 ± 6 (4) 
+D542G+G543C 




-10±2 (16) 66±2(4) 60 ± 5 (7) 52 ± 3 (6) 55 ± 9 (5) 
C556S_C556S +G543C Oui -8±2 (19) 66±5(4) 69 ± 4 (6) 12 ± II (5) 70 ± 2 (4) 
C556S_C556S +P544C Oui -9±1 (16) 85 ± 4 (3) 85 ± 5 (4) 43 ± 9 (5) 86 ± 7 (4) 
C556S_C556S +A545C Oui -14±2 (24) 52 ± 6 (9) 54 ± 3 (4) 42 ± 5 (8) 84 ± 2 (3) 
C556S_C556S +N546C Oui -25±2 (26) 15 ± 2 (7) 19 ± II (7) 16 ± 7 (7) 18 ± 5 (5) 
C556S_C556S +Y547C Oui -7±1 (14) 74±2(3) 65 ± 6 (4) 6 ± 6 (3) 75 ± 6 (4) 
Table 1. Effets des composés MTS dans le filtre de sélectivité. Les inhibitions de 
courant macroscopique sont mesurées après une exposition de 5 minutes au composé MTS 
et suivies d'un rinçage complet. Les données sont exprimées comme la moyenne et 
l'incertitude à la moyenne (SEM) avec le nombre statistique d'expériences entre 
parenthèses. 
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3.2.1.2 Boucle extracellulaîre liant le filtre de sélectivité au segment TM S6 
L'accessibîlité des résidus de S548 à D550 et de F553 à Y555 a été testée 
par notre laboratoire dans une étude de SCAM précédente, montrant une variation 
non périodique de la réactivité dans cette région. Par contre, en monomère. les 
mutants L551 C et P552C ne s'étaient pas exprimés de manière fonctionnelle [54]. 
Nous avons réussi à exprimer ces deux mutants sous forme de dimères et les 
avons soumis à des composés MTS. Les résultats montrent que les deux résidus 
sont fortement inhibés par les MTS chargés positivement. Seul le résidu L551 C est 
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Figure 37. Histogramme de l'inhibition après une expûsition de 5 min au composé 
MTS dans la région 548-552. Le seuil significalif (p < 0,0]) a été posé à 25%, marqué par 
la ligne pointillée. Les constructions dont l'inhibit..ion au MTSET était statistiquement 
significative sont marquées de deux astérisques (p < 0,001 **). L'inhibition a été mesurée 
après un lavage des composés MTS avec la solution saline 120 mM LiMES + 5 mM EGTA 
(Voir Matériel et Méthodes). 
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Table 2. Effets des composés MTS dans la boucle Filtre de sélectivité-S6 
Courant 
maximal 
moyen Pourcentage d'inhibition 
Mutant Rectification !lA MTSEA MTSET MTSES MTSMT 
Sauvage Oui -19±2 (32) 22 ± 7 (7) 14±2(4) 14±2(7) N.D 
C556S 
monomère Oui -23±3 (17) 10 ± 18 (9) 8 ± 3 (5) 4 ± 4 (4) O± 1 (4) 
C556S_C556S Oui -18±2 (33) 21±5(J2) 1 ± 3 (4) 1±3(13) 5 ± 5 (4) 
C556S +S548C 
monomère Oui -24±4(12) 19 ± 7 (3) 4 ± 6 (3) o ±8 (3) 31 ± 8 (4) 
C556S +V549C 
monomère Oui -33 ± 2 (15) 46 ± 10 (3) 47 ± 5 (4) 39 ± 5 (3) n.d. 
C556S +D550C 
monomère Oui -13±1 (14) 73±5(6) 37 ± 2 (4) 19 ±4 (4) n.d. 
C556S_C556S 
+L551C Oui -13±1 (14) 88 ± 1 (3) 83 ± 5 (4) 83 ± 1 (4) 90 ± 2 (3) 
C556S_C556S 
+P552C Oui -10 ± 1 (19) 61 ± 1 (3) 69 ± 2 (4) o ±2 (3) 72 ± 3 (9) 
C556S +F553C Oui -15±6(6) 47 ± 7 (5) 16 ± 3 (4) 20 ± 4 (4) n.d. 
C556S 
+M554C Oui -20 ± 2 (17) 3 ± 2 (4) 6 ± 3 (4) 8 ±8 (4) n.d. 
C556S +Y555C Oui -21 ± 5 (5) n.d. 18±8(5) n.d. n.d. 
Table 2. Effets des composés MTS dans la boucle liant Je filtre de sélectivité au 
segment S6. Les inhibitions de courant macroscopique sont mesurées après une exposition 
de 5 minutes au composé MTS suivie d'un lavage des composés MTS avec la solution 
saline 120 mM LiMES + 5 mM EGTA (Voir Matériel et Méthodes). Les données sont 
exprimées comme la moyenne et l'incertitude à la moyenne (SEM) avec le nombre 
statistique d'expériences entre parenthèses. n.d = non déterminé. 
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3.2.2 Patch clamp 
3.2.2.1 Canaux témoins (sauvage et C556S_C556S) 
Les constructions dimériques C556S_C556S, C556S_(541-545)C+C556S 
et C556S_ Y547C+C556S ainsi que le canal sauvage ont été observés par patch 
clamp sous la configuration de « cell-attached ». Les expériences de patch clamp 
ont confirmé que la mutation et l'assemblage en dimère du canal C556S_C556S 
ont peu influencé les propriétés unitaires par rapport au canal sauvage, soit la 
conductance et les cinétiques d'ouverture/fermeture (tableau 3). Les courbes de 
courant sont semblables pour les deux constructions, sauf pour la densité de 
courant plus forte dans le cas du canal sauvage (figure 38, figure 39). 
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Figure 38. Échantillons d'enregistrement pour le canal sauvage. À -140 rnV (-Vp) en 
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Figure 39. Échantillons d'enregistrement pour le canal C556S_C556S. À -140 rnV en 
courant Na+ (pipette 140 Na+-Asp- + 10 mM EGTA, bain 150 mM Na+-Asp- + lOmM 
EGTA). 
Pour les deux canaux, aucune activité n'a été observée aux Vm positifs, les 
valeurs de conductance unitaire ont été évaluées entre -140 mV et -80 mV, région 
pour laquelle la courbe courant voltage était la plus linéaire (figure 40)_ On 
constate sur ces enregistrements la présence de fermetures lentes suivies d'une 
série de fermetures rapides (figure 38, figure 39). 
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Figure 40. Courbe courant voltage du canal sauvage et C556S_C556S. La courbe a été 
générée à partir de la moyenne de la hauteur des sauts de courant pour chaque voltage et les 
barres d'incertitude représentent l'erreur sur la moyenne (SEM). Les valeurs de 
conductance unitaire sont extraites d'une régression linéaire entre -140 mV et -80 mV. Les 
valeurs obtenues sont de 54 ± 3 pS (n = 5) pour le canal sauvage et de 46 ± 4 pS (n = 9) 
pour le canal dimérique C556S_C556S. 
3.2.2.2 Canaux C556S_1540C+C556S, C556S_X(543-545)C+C556S et 
C556S_ Y547C+C556S 
Pour les canaux C556SJ540C+C556S, C556S_X(543-545)C+C556S et 
C556S_ Y547C+C556S, les cinétiques se sont montrées peu changées par rapport 
aux canaux témoins. La conductance unitaire de chaque mutant a varié d'un 
mutant à l'autre. variant entre 36 ± 3 pS (C556S_G543C+C556S) et 85 ± 14 pS 
(C556S_P544C+C556S) (tableau 3, figures 41) figure 42). On note un décalage 
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des courbes l'une par rapport à l'autre. Ce déplacement n'est pas clairement 
élucidé, il pourrait être dû à une variation de la sélectivité du canal changeant son 
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Figure 41. Échantillons types pour les canaux dimériques. Enregistrement du canal 
C556S_C556S+G543C obtenu à -140 mV en courant Na+ (pipette 140 Na+-Asp- + 10 mM 
EGTA, bain 150 mM Na+-Asp- + 10 mM EGTA). 
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Figure 42. Courbes couranUvoltage des canaux C556S_I540C+C556S, C556S_X(543-
545)C+C556S et C556S_ Y547C+C556S. La courbe a été générée à partir de la moyenne 
de la hauteur des sauts de courant pour chaque voltage el les barres d'incertitude 
représentent l'erreur sur la moyenne (SEM). Les valeurs de conductance unitaire sont 
extraites d' une régression linéaire entre -140 et -80 m V. 
3.2.2.3 Canal C556S_C556S+1541C 
Pour le canal C556S_C556S+1541 C, les temps d'ouverture observés ont été 
nettement plus rapides que ceux des canaux contrôle TRPV5 sauvage et TRPV5 
CSS6S_CSS6S. Les temps d'ouverture moyens du canal étaient <1 ms sous la 
fréquence du filtre ce qui a empêché l'évaluation de la conductance unitaire du 
canal. (tableau3) (figure 43). 
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Figure 43. Échantillons d'enregistrement pour le canal C556S_1541C+C556S. À 
140 mV en courant Na+ (pipette 140 mM Na+-Asp- + 10 mM EGTA, bain 150 mM Na+ 
Asp- + 10 mM EGTA). 
3.2.2.3 Canaux C556S_D542C+C556S et C556S_ D541C+D542G+C556S 
Pour tous les canaux comprenant une mutation sur le résidu 0542, reconnu 
pour son importance dans le 'filtre de sélectivité du canal comme étant le résidu 
formant le site de liaison principal pour les ions Ca2+, les cinétiques et 
conductances unitaires ont subi des changements importants, les temps 
d'ouverture sont plus longs pour les mutants ayant deux Asp sur quatre en moins 
et la conductance unitaire est diminuée de moitié par rapport à celle du canal 
dimérique contrôle (tableau 3, figure 44, figure 45). Bien que ces canaux 
rectifient moins bien que les canaux contrôle en courant macroscopique, en patch, 
aucune activité n'a été observée aux voltages positifs, ceci pourrait être dû à des 
sauts de courant trop petits. Les sauts de courant sont déjà très faibles pour ces 






- -4 c: 
E -6 




Echantillons du mutant dimère 
TRPV5 D542C à -140mV 
r---~----~--------~----~---r----~--~ 




Figure 44. Échantillons types pour les canaux C556S_D542C+C556S, C556S_ 
1541C+D542C+C556S. Emegistrernent du canal C556S_ D542C+C556S obtenu à -
140 rnV en courant Na+ (pipette 140 mM Na+-Asp- + 10 mM EGTA, bain 150 mM Na+-
Asp- + 10 mM EGTA). 
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Figure 45. Courbe courant voltage des canaux C556S_C556S+1541C+D542G et 
C556S_C556S+D542C. La courbe a été générée à partir de la moyenne de la hauteur des 
sauts de courant pour chaque voltage et les barres d'incertitude représentent l'erreur sur la 
moyenne CS EM). Les valeurs de conductance unitaire sont ex traites d'une régression 
linéaire entre -140 et -80 mV. Les courbes des canaux témoins ont été ajoutées pour fin de 
comparaison. 
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Table 3. Résultats de patch sur les canaux dimériques du filtre de sélectivité 
N Temps 
Mutant Condutance(pS) 
grenouille Ovocyte Patch d'ouverture (ms) 
TRPV5 
2 3 5 1-lOms 54 ± 3 
Sauvage 
Dim 
5 5 7 1-lOms 46±4 
C556S_C556S 
dimD542C 1 1 2 10 a 100ms 28 ± 1 
dim 
1 1 1 10-100ms 20 
D542G+I541C 
DimI541C 1 3 9 <lms n.d 
DimI540C 1 2 4 1-lOms 42±4 
dim G543C 2 2 3 1-lOms 36± 3 
dimP544C 1 2 3 1-lOms 85 ± 14 
dim A545C 2 3 6 1-lOms 37 ± 3 
dim Y547C 1 1 1 1-0ms 39 
Tableau 3 Résultats des expériences de patch. Conductance unitaire pour les canaux 
testés en expérience de patch clamp, mesurée dans la région des Vm entre -140 et -80 mV 
sauf en cas d'indication contraire. Les temps d'ouverture ont été obtenus à l'aide du logiciel 
Clampfit 9.2. Le nombre total d'enregistrements pour chaque mutant est noté, les 
enregistrements ont été effectués en «cell-attached », pour des courants Na+. 
Enregistrement du canal C556S_C556S+D542C obtenu à -140 mV en courant Na+ (pipette 
140 mM Na+-Asp- + 10 mM EGTA, bain 150 mM Na+-Asp- + 10 mM EGTA, voir Matériel 
et Méthodes). n.d = non déterminé. 
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3.3. Comparaison du modèle avec les résultats 
expérimentaux 
Le modèle a été validé par les données de SCAM disponibles, celles du 
filtre de sélectivité et celles de l'hélice du pore. Le modèle pour les deux boucles 
extracellulaires est statique, alors que l'absence de structure secondaire de ces 
deux domaines indique que dans les faits, ces deux boucles sont certainement très 
dynamiques. Il faut donc analyser les données du modèle avec beaucoup de 
précaution pour ces deux sections. Par contre, du fait que notre modèle soit 
statique, nous pouvons affirmer que l'absence de périodicité dans l'inhibition sur 
les deux boucles extracellulaires n'est pas incompatible avec le modèle. 
3.3.3.1 Résultats de SCAM du fi1tre de sélectivité 
Oans le filtre de sélectivité, on constate que sur le modèle, seuls les résidus 
au-dessus de 0542 sont accessibles par le milieu extracellulaire (figure 46). Selon 
le modèle, tous les résidus au-dessus de 0542 sont accessibles au milieu 
extracellulaire, mais comme la résolution ne peut être meilleure que 3 A (résolution 
du canevas Kv1.2), un petit pourcentage des résidus pourraient ne pas être 
accessibles par le rTlilieu en raison de recouvrement par les résidus voisins qui ne 
pourraient pas être prédits par le modèle. Par contre, la forte majorité des résidus 
devrait être accessible, sinon, cela serait un indice que la zone en générale serait 
difficile d'accès, ce qui est en contradiction avec le modèle. On constate que 
lorsque 0542 est stabilisé par la présence de charges positives dans le filtre de 
sélectivité (ions Ca2+) (figure 46), ils forment une barrière importante interdisant 
l'accès au canal. Le résidu 1541 ne devrait pas être accessible en présence de 
0542. 
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Figure 46. Vue des résidus du pore sur le filtre de sélectivité. Gauche, les chaînes 
latérales vues du côté extracellulaire identifiées sur une seule sous-unité dans un modèle 
complet. Droite, les chaines latérales vues sur deux sous-unités perpendiculairement à l'axe 
du pore. A et B. On montre Y:'\47, '\~ ..f( , A545,I!!I, G S43 , 0 .';;4 2, [54 1 et l'atome de 
Ca':+. Pour G543, la chaine principale est colorée. 
3.3.3.1 Résultats de SCAM de l'hélice du pore 
Les données de SCAM pour les résidus de l'hélice du pore ont 
précédemment été publiées par notre laboratoire [54] et ne sont pas présentées 
dans ce mémoire, par contre, elles constituent une bonne source d'information 
pour l'analyse et la validation du modèle. 
Les résultats des SCAM de Y526 à L538 concordent avec une hélice a dont 
l'orientation concorde avec celle du modèle, on constate que tous les résidus 
réactifs au MTSET projettent vers le milieu extracellulaire (figure 47), alors que 
tous ceux qui sont non affectés par le MTSET sont enfouÎs dans la protéine ou 
projettent vers l'extérieur du pore, dans la direction théorique de la membrane 
(figure 47). Ces résultats concordent aussi avec le modèle basé sur KcsA, cette 
section de la modélisation étant semblable pour les deux modèles. 
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Figure 47. Vue de l'hélice du pore. Gauche, vue du milieu extraceIJuJaire. Droite, vue de 
l'intérieur de la protéine. Les chaines secondaires des résidus réactifs sont monrrées en vert, 
celles de ceux ne réagissant pas sont montrées en rouge. L'atome de ci+ est en bleu. Pour 
une meilleure visibilité, les A.A. des segments TM passant sous l'hélice du pore ne sont pas 
en ruban. 
Les résidus ne réagissant pas au MTSET mais pointant vers l'extérieur 
(Y526 et P527) sont situés en périphérie de la zone de modélisation tout juste en 
haut de la fin du segment S2. Ces résidus pourraient être recouverts par le 
prolongement du segment S2. De plus, ces deux résidus sont au niveau de 
l'interface membrane/m1lîeu extracellulaire, 11 se pourrait donc qu'ils soient enfouis 
dans la membrane (non modélisé). (figure 48) 
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Figure 48. Résultat du SCAM sur J'hélice du pore. Les chai'nes secondaires des résidus 
réactifs sont montrées en vert, celles de ceux ne réagissant pas sont montrées en rouge. S2 
est identifié en violet. on voit que les deux résidus Y526 et P527 sont situés tout juste à la 
fin de la section modélisée de S2. 
3..3.3.1 Résultats de SCAM des bouc1es extracellulaires 
Tout comme pour l'hélice du pore, les résultats ont déjà été publiés [54]. 
Dans le cas des deux boucles extracellulaires, on constate que les résidus réactifs 
au MTSET sont majoritairement en surface de la protéine. Bien que le modèle soit 
statique, on constate que l'effet du MTSET se fait sentir même sur des résidus 
fortement éloignés du pore (L520). Dans le cas des résidus non réactifs au 
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MTSET, on note que d'après le modèle, ils sont soit enfouis dans la protéine 
(S524) ou projettent vers l'emplacement théorique de la membrane (F553 et M554) 
(figure 49). Pour la tour, les résultats du modèle basé sur KcsA sont compatibles 
avec les données expérimentales, celles-ci ne couvrant pas la section prédite 
comme étant le segment S5. Pour l'autre boucle, l'accessibilité au résidu C556 
n'est pas permise dans le modèle de 2004, le résidu C556 étant situé quelques 
résidus trop bas sur S6. 
Figure 49. Vue des boudes extracellulaires à partir du côté extracellulaire. Les chaA 
secondaires des résidus réactifs au MTSET sont montrées en vert, celles des résidus n' ayan 
pas de réaction sont montrées en rouge. L'atome de Ca2+ est identi fié en bleu. 
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Les deux résidus non réactifs projetant vers l'extérieur de la protéine (F553 
et M554) sont, comme les résidus Y526 et P527, au niveau de l'interface 
membrane/mîlieu extracellulaire, ils pourraient donc être enfouis dans la 
membrane (non modélisé). De plus, comme ils projettent vers une section non 
modélisée, il serait possible que S1 ou S3 se situe à cette emplacement et 
empêche l'accessibilité à ces deux résidus. (figure 50) 
Figure 50. Réaction au MTSET des résidus de la boucle extracellulaire, vue de côté. 
Les deux résidus non réactifs projenent vers l'extérieur de la zone de modélisation se 
retrouvent au niveau prévu de l'interface membrane/milieu extracellulaire. Il es( possible 
qu'un des segments non modélisés recouvre cet emplacement. Les chaînes 52 (turquoise) et 
S4 (orange) sont identifiés sur la figure. 
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4. Analyse et discussion 
4.1 Fi Itre de sélectivité 
Les données expérimentales et le modèle de TRPV5 montrent que le 'filtre de 
sélectivité de TRPV5 est une cavité large et facilement accessible par le milieu 
extracellulaire. Entre les résidus D542 et Y547, un seul résidu ne subit aucune 
modi'fication signi'ficative par les composés MTS positifs. Cela indique que la 
surface du pore est suffisamment grande pour accommoder les têtes des 
composés MTS utilisés, soit d'au moins 30 A2 . Le fait qu'un seul résidu sur cinq, 
N546C, soit non affecté par les composés MTS n'est pas incompatible avec ce 
résultat. À cet endroit, -11 A au-dessus de D542 dans le nitre de sélectivité, 
comme la structure secondaire est désorganisée et que l'homologie au niveau de 
la structure primaire était faible entre Kv1.2 et TRPV5, cette région du modèle a 
été modélisée de nova. Le modèle n'a donc pas une bonne résolution à cet endroit 
et ne peut pas faire de prédictions fiables et précises sur la position d'un A.A. Il ne 
doit servir qu'à la prédiction globale de segment de la protéine. Le modèle montre 
que la région est facilement accessible au milieu extracellulaire, les résultats de 
réactivités au MTS de 4 résidus sur 5 sont en concordance avec cela. 
4.1.1 0542 forme un point de constriction dans le pore 
Bien que le pore soit large, le résidu 1541 C n'est pas accessible au composé 
MTS. Selon notre modèle, 1541 serait situé sous D542. L'absence d'effet des 
composés MTS sur le canal en présence de 1541 C pouvait avoir plusieurs causes, 
premièrement, le résidu aurait pu faire partie de l'hélice du pore et donc projeter sa 
chaîne latérale dans la cavité intracellulaire ou dans la protéine. Ou 'finalement, le 
composé aurait pu être protégé des composés MTS par le résidu D542. 
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Nos résultats suggèrent que seule la dernière explication est valide. Les 
deux mutations testées sur le résidu 0542 rendent le résidu 1541 accessible à tous 
les composés MTS positifs. Ce résultat implique que le pore de TRPV5 est large 
sur toute sa longueur à l'exception des groupes carboxylates du résidu 0542. Ces 
derniers forment le point de constriction d'une structure en forme de sablier. Le 
modèle de TRPV5 illustre clairement cette conclusion, où 0542 forme un anneau 
autour d'un atome de Ca2+ alors que toutes les autres chaînes latérales sont 
éloignées de l'axe de conduction. Les autres chaînes latérales projettent tout de 
même dans le filtre de sélectivité, comme le montre l'inhibition des courants 
lorsqu'on expose ces chaînes aux composés MTS. 
4.1.2. Rôle des charges de 0542 
La protection faite par 0542 pour le résidu 1541 pouvait provenir d'un effet 
purement stérique, ou d'un effet de charge, nous avons donc étudié l'effet de la 
charge de 0542. 0542 est un résidu chargé négativement, le pore comporte donc 
4 charges négatives formant le site de liaison au Ca2+ du canal. Pour vérifier l'effet 
de la charge, nous avons muté 0542 en 0542G et 0542N. Comme des résidus 
Asp et Asn ont approximativement la même taille mais que le résidu asparagine 
est neutre, en comparant les effets de la mutation 0542G et ceux de 0542N, nous 
pouvons extraire la contribution stérique à la protection de 0542 sur 1541. 
L'accessibilité à 1541 pour le mutant 0542N $tant uniquement due à la perte de 
charge, alors que pour le mutant 0542G, les effets de libération stérique se 
combinent aux effets dus à la perte de charge. 
Nos résultats montrent que dans les deux cas, la mutation de 0542 permet 
la modification du courant de 1541 par les composés MTS, bien que l'effet des 
composés MTS soit moins important pour la mutation 0542N. Ces résultats 
montrent que la charge de 0542 joue un rôle important dans l'accessibilité des 
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composés MTS dans le filtre de sélectivité et que la protection de 1541 par 0542 
est aussi causée par un encombrement stérique, mais dans une proportion plus 
faible. 
Encore une fois, ce rôle peut prendre différentes formes. Il peut s'agir d'un 
rôle purement électrostatique, où la charge des résidus 0542 agit directement sur 
les composés MTS, ou encore d'un effet secondaire, où la charge de 0542 
stabilise une conformation du pore qui influence ensuite l'accessibilité au filtre de 
sélectivité. 
Pour discriminer ces deux possibilités, nous avons étudié les effets de 
charge de 0542 avec des produits MTS négatifs et positifs sur les résidus G543 et 
P544, situés au-dessus de 0542 dans le filtre de sélectivité, ainsi que sur le résidu 
1540, situé sous 0542. Nos résultats ont montré que la présence ou l'absence (4/4 
ou 2/4) de la charge nette des quatre résidus 0542 a peu d'effet sur l'accessibilité 
des composés MTS au-dessus de 0542 et ne cause aucune modification 
significative dans les patrons d'inhibition des résidus G543 et P544. 
Puisque la charge de 0542 a un effet uniquement sur les résidus situés 
sous 0542 dans le filtre de sélectivité, nous excluons un effet électrostatique direct 
entre les composés MTS et 0542. Nolis pensons que lorsque les quatre 
groupements carboxylates 0542 sont présents, ils projettent vers le pore et sont 
stabilisés par la présence d'un ion positif, formant un anneau serré difficile à 
franchir. En enlevant deux charges, on déstabilise l'anneau puisque les deux 
résidus non chargés ne sont alors plus forcés de projeter vers l'axe de conduction. 
De plus, cette explication concorde avec les.résultats obtenus pour les composés 
MTS positifs. En effet, en retirant deux charges négatives, on ouvre l'accès vers 
1541 aux composés MTS positifs, ce qui serait contradictoire si l'effet était dû 
uniquement à l'interaction électrostatique entre les composés MTS et les résidus 
0542. 
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Les résultats de patch-clamp semblent cohérents avec cette conclusion, 
puisque la conductance du canal est fortement affectée dès que l'on change le 
résidu 0542. La baisse importante de la conductance du canal pourrait être 
compatible avec une déstabilisation du site de liaison du canal aux ions. 
4.2 Comparaison avec d'autres structures 
4.2.1 TRPV6 
Le pore externe du canal TRPV6, fortement apparenté au canal TRPV5, a 
été étudié par une étude de SCAM [67]. Comme pour TRPV5, les substitutions en 
cystéine dans le filtre de sélectivité étaient non fonctionnelles. Les résidus du filtre 
de sélectivité de TRPV6 ont donc été étudiés à l'aide de la technique des 
«monomères rescapés », qui consiste à injecter l'ADN codant pour le canal 
sauvage (ou contrôle) et celui du canal mutant. L'accessibilité aux résidus 1540, 
G542, P543, et A544 (équivalents à 1541, G543, P544,et A545 pour TRPV5) a 
donc été testée via cette technique. 
En accord avec nos résultats, l'accessibilité des résidus P543 et A544 (P544 et 
A545 pour TRPV5) a été démontrée par l'inhibition des courants des mutants 
rescapés P543C et A544C par les composés MTSEA et MTSET. Comme dans le 
cas de TRPV5, le mutant 1540C s'est avéré non affecté par le MTSEA et le MTSET 
(1540 équivaut à 1541 pour TRPV5). Finalement, la construction rescapée G542C 
n'a pas subi de modification du courant de cellules entières lorsque exposé au 
MTSET ou au MTSEA (G543 pour TRPV5). Ce résultat est en contradiction avec 
ceux de TRPV5, mais lors d'expériences avec des constructions rescapées, 
l'absence d'effet peut être due à l'expression de la protéine contrôle uniquement. Il 
est fort probable que l'expression fonctionnelle du mélange TRPV6 sauvage et 
TRPV6 G542C ait été constituée uniquement de protéines contrôles. Comme les 
lOI 
séquences des deux canaux sont identiques au niveau du filtre de sélectivité et 
que leur fonction est identique, il est peu probable que la structure du filtre de 
sélectivité de TRPV5 et TRPV6 soit différente. 
4.2.2 Kv1.2 
Figure 51. Comparaison entre les canaux Kvl.2 et TRPV5. Représentation 3D des 
segment S5/S6 de la modélisation de TRPV5 (vert) et des coordonnées cristallines de 
Kv1.2 (rouge). 0542 est montré en bleu alors que le filtre de sélectivité de Kv1.2 est 
montré en rouge. 
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À l'opposé, les résultats de SCAM de TRPV5 et du canal Kv1.2 diffèrent 
beaucoup entre eux, tout comme leurs données de structure 3D (cristallisation 
pour Kv1.2 et modélisation pour TRPV5). Puisque pour TRPV5 les constructions 
monomériques comportant des substitutions par des cystéines dans le filtre de 
sélectivité se sont avérées non fonctionnelles, ces constructions ont été 
récupérées par la formation de dimères. Les résultats du SCAM montrent que les 
résidus TTVGYG du filtre de sélectivité sont insensibles au MTSEA, MTSET et 
MTSES [69]. Tant les données de SCAM que les structures 3D confirment la 
différence entre les canaux K+ et TRPV5. Chez les canaux potassiques, la 
projection des chaînes latérales fait vers la paroi d'un tiltre de sélectivité étroit, 
empêchant l'accessibilité aux composés MTS, alors que dans le cas de TRPV5, 
les chaînes latérales projettent dans la direction du pore beaucoup plus large. 
(figure 51) 
4.3 Discussion du modèle 
4.3.1 Validation du modèle basé sur Kv1.2 
Le laboratoire avait précédemment présenté un modèle 3D de TRPV5 basé 
sur les coordonnées cristallines de KcsA suggèré par Sam-T02 [54]. Grâce aux 
données obtenues avec Sam-T06, nous avons obtenu un modèle basé sur Kv1.2, 
cristallisé depuis l'élaboration du premier modèle. Les deux modèles prédisent une 
structure semblable, S5 - tour (boucle extracellulaire) - hélice du pore - filtre de 
sélectivité - boucle extracellulaire - S6, mais sont en désaccord sur les limites et 
sur la taille de chacune de ces sections, plus particulièrement sur la longueur des 
deux boucles extracellulaires et sur les limites des segments S5 et S6. (figure 50) 
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Figure 50. Superposition des modélisations basées sur Kv1.2 et KcsA. Le modèle basé 
sur K v!. 2 (bleu) a des boucles extracell ulaires beaucoup plus longues que le modèle b 
sur KcsA (rouge). C556 a été mis en évidence pour le modèle de 2007 (mauve) et pour 1 
modèle de 2004 (jaune). 
Pour valider le modèle basé sur Kv1.2 et le comparer avec le modèle basé 
sur KcsA, nous allons faire un rappel des résultats expérimentaux obtenus. 
Premièrement, pour la région 0516-0525 les patrons d'inhibition ne connaissent 
pas de périodicité. Cette absence de périodicité est compatible avec une boucle 
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extracellulaire. Ensuite, pour la région Y526-T539, le patron d'inhibition comporte 
une périodicité compatible avec une hélice a. Pour le filtre de sélectivité (1541-
Y547) les résultats expérimentaux indiquent un pore large ouvert sur le rnilieu 
extracellulaire dans lequel les résidus 0542 projettent en formant un passage 
étroit. Finalement, le patron d'inhibition de la région S548-C556 ne comporte pas 
de périodicité. Cette région est donc compatible avec une boucle extracellulaire. 
Les données de SCAM de la région du pore et du filtre de sélectivité de 
TRPV5 tendent à valider le modèle basé sur Kv1.2 comparativement à celui de 
KcsA. Les résultats de SCAM pour les résidus de la tour ou ceux de l'hélice du 
pore ne permettent pas de discriminer les modèles. Pour la tour, bien que le 
modèle basé sur Kv1.2 prédit une boucle extracellulaire plus grande, les données 
de SCAM disponibles ne couvrent pas la région pour laquelle les modèles sont en 
désaccord. La région 0516-0526 correspond à une section de la tour pour les 
deux modèles. Pour l'hélice du pore, elle conserve dans les deux modèles les 
mêmes frontières à un A.A. près et correspond à la section Y526-L538. Oe plus, 
l'hélice conserve la même orientation et est donc compatible avec les données 
expérimentales dans les deux cas. 
Pour la région du filtre de sélectivité, l'accessibilité des résidus situés au-
dessus de 0542 est cohérente avec les deux modèles. En effet, dans le cas du 
modèle basé sur Kv1.2, le 'filtre de sélectivité est une structure très large, ouverte 
sur le milieu extracellulaire, et dans le cas du modèle basé sur KcsA, les résidus 
situés au-dessus de 0542 sont directement exposés au milieu extracellulaire. Par 
contre, l'accessibilité au résidu 1541 après neutralisation de la moitié des résidus 
0542 indique un filtre de sélectivité très large, cette caractéristique tend à 
discriminer en faveur du modèle basé sur Kv1 .2 au filtre de sélectivité plus large en 
raison des contraintes tirées de la calmoduline. 
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Finalement, la région S548-C556, correspondant à la boucle extracellulaire 
liant le fîltre de sélectivité au segment S6 pour le modèle basé sur Kv1.2, invalide 
le modèle basé sur KcsA et concorde avec celui de Kv1.2. Le résidu C556, 
accessible au milîeu extracellulaire, est enfoui dans la membrane dans le modèle 
de 2004 alors que dans le modèle basé sur Kv1 .2, il fait partie de la boucle 
extracellulaire. ("figure 52) 
Figure 51. Comparaison des modélisations de TRPVS pour l'accessibilité au résidu 
C556. En haut, le modèle de 2004 basé sur KcsA vu du milieu extracellulaire (gauche) 
vu de côté (droit). En bas, le modèle de 2007 basé sur K vI. 2 vu du milieu extracellulaire 
(gauche) et vu de côté (droit). On constate que sur le modèle de 2004, le résidu est enfoui 
dans la protéine pour le milieu extracellulaire. 
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De plus, l'alignement de TRPV5 sur Kv1.2 est plus robuste que celui de 
TRPV5 sur KcsA puisqu'il est basé sur des outils théoriques récents. Le logiciel 
Sam-T06 a identifié Kv1.2 comme étant un bon canevas pour TRPV5 sans citer 
KcsA dans les 10 protéines les plus apparentées à TRPV5. Bien que la structure 
générale du canal ait été résolue par le modèle basé sur KcsA, le nouveau modèle 
est basé sur des alignements délimitant les sections de manière beaucoup plus 
précise. 
En conclusion, le modèle basé sur Kv1.2 est, selon les données récoltées à 
ce jour et selon les évaluations théoriques, une bonne représentation 3D de la 
région du pore de TRPV5. Il faut tout de même en reconnaître les limites, des 
données expérimentales seront nécessaires pour délimiter la section 
cytoplasmique du modèle ainsi que les sections éloignées du pore (S2, S4 et le 
début de la tour). 
4.3.2 Caractéristiques intéressantes du modèle 
Une des caractéristiques importantes de la modélisation effectuée sur Kv1.2 
est le fait que nous ayons effectué la modélisation du tétramère en une seule 
étape. Une autre approche consiste à modéliser une seule sous-unité, pour 
ensuite dupliquer cette dernière et former la protéine entière. Le fait de modéliser 
la protéine en une seule étape comporte un grand avantage. La modélisation tient 
compte de l'inter1ace entre chacune des sous-unités, cela évite les s~perpositions 
d'atomes et les problèmes énergétiques. De plus, les distances interatomiques à 
l'inter1ace correspondent au critère de modélisation. Les temps de calculs sont par 
contre beaucoup plus long, puisque cela revient à modélisr 4N atomes au lieu de N 
et à ajouter des contraintes de symétrie, ce qui décuple de plus 4 fois le temps 
requis. 
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Une autre caractéristique importante du modèle vient de notre technique 
pour la modélisation du 'filtre de sélectivité. Les segments 85 et 86 ne devraient 
pas se déplacer en fonction du filtre de sélectivité, donc, un filtre de sélectivité plus 
large pour le modèle que pour Kv1.2 ne devrait pas causer un déplacement des 
deux segments transmernbranaires. Pour la modélisation, au lieu de décaler la 
protéine en entier pour élargir le pore, nous avons uniquement déplacé l'hélice du 
pore vers l'extérieur. Ce choix semble être validé par les analyses théoriques du 
modèle, puisque aucun problème majeur de torsion ou d'énergie à l'interface des 
segments transmembranaires et de l'hélice du pore n'a été détecté par les logiciels 
de validation de structure et par des calculs d'énergie pour chaque résidu. 
L'interaction entre les segment 85/86 et l'hélice du pore étant cruciale pour la 
stabilité des canaux à 6TMs, une mauvaise position de l'hélice du pore devrait 
entraîner des problèmes énergétiques au modèle. De plus, l'hélice du pore est 
stabilisée par une phénylalanine projetant vers 85/86 et conservée spatialement 
entre le modèle de TRPV5 et les données cristallographiques de Kv1.2. 
Finalement, une caractéristique importante du modèle est le fait que nous 
ayons modélisé de nova les deux boucles extracellulaires. La présence de 
« gaps» importants dans l'alignement de structures secondaires de TRPV5 sur 
Kv1.2 montrait bien que ces deux régions diffèrent entre les deux protéines. Bien 
qu'une modélisation de nova soit moins rigoureuse qu'une modélisation avec 
canevas, la structure générale des modèles viables après analyse restait la même. 
pour la boucle liant 85 et l'hélice du pore on retrouve une structure allongée et 
mince projetant loin dans le milieu extracellulaire et pour la boucle liant le filtre de 
sélectivité et 86, une structure plus compacte, recroquevillée sur la protéine. Cette 
redondance entre chaque modèle viable élimine un choix arbitraire qu'il aurait fallu 
faire si deux modèles viables avaient eu des conformations complètement 
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différentes. Par contre, les deux sections modélisées de nova ont une faible 
résolution, toute prédiction sur la position exacte d'un résidu est impossible. 
Plusieurs améliorations pourraient être apportées au modèle. 
Premièrement, une des améliorations à apporter serait d'utiliser de multiples 
canevas pour ajouter les segments et les boucles intra et extracellulaires 
manquantes au modèle. Pour l'instant, seul KvAP, un autre canal à 6TMs, pourrait 
servir à cette fin, mais de nouvelles structures s'ajoutent constamment aux 
banques de données. Ensuite, l'ajout de molécules de solvant et de molécules 
membranaires permettrait des prévisions beaucoup plus précises pour une étude 
de SCAM. Finalement, des analyses de dynamique moléculaire pourraient nous en 
apprendre beaucoup sur les conformations possibles du canal et ses propriétés de 
« gati ng ». 
4.4 Conclusion 
Un des éléments importants apparaissant dans nos résultats est 
l'importance du résidu 0542, jouant un rôle clef dans l'accessibilité des résidus du 
canal et dans la conductance unitaire du canal en plus de son rôle déjà bien connu 
dans l'affinité du canal au Ca2+. Nous supposons que l'importance de ce résidu 
réside dans la stabilisation qu'il fait du site de liaison du canal avec les ions. La 
charge de D542 est essentielle à cette stabilisation, car elle force les chaînes 
latérales du résidu à projeter vers l'axe de conduction formant un anneau étroit au 
cœur du canal. 
À la lumière des résultats de SCAM disponibles et à l'aide d'un modèle 3D, 
nos résultats appuient une structure du pore extracellulaire formée de deux 
boucles extracellulaires et d'une hélice a membranaire. L'alignement de structures 
secondaires fourni par Sam-T06 basé sur les coordonnées cristallines de Kv1.2 
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donne une précision fiable sur les frontières de chacune de ses sections. La 
concordance entre les données de SCAM et la structure 3D du canal ajoute à la 
confiance que nous pouvons avoir dans ces données topologiques. 
Il faut tout de même noter les limites d'un modèle statique pour expliquer 
des phénomènes dynamiques. Particulièrement dans le cas de structures 
désorganisées comme les deux boucles extracellulaires. Par contre, les outils de 
modélisation sont de plus en plus puissants et précis, et les banques de données 
augmentent constamment. Lorsque les ordinateur le permettront, des dynamiques 
moléculaires sur de longues périodes de temps de cette section du modèle 
pourront apporter beaucoup à la compréhension de la structure et des 
conformations possibles de TRPV5. 
Nous connaissons maintenant bien la topologie de TRPV5 dans la région du 
pore extracellulaire, soit sur une étendue d'environ 40 A.A. pour une protéine 
comptant plus de 700 A.A. Il va sans dire qu'il reste encore beaucoup de travail à 
faire sur cette protéine, particulièrement du côté intracellulaire, ce qui sera un défi 
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Annexe 
Annexe A : Fichier de modélisation 
Fichier nécessaire pour l'étape #1 
Fichier pdb 2A 79s4_s6plus.pdb 
Trop volumineux 































































File generated by swissPdbViewer 
http://www.expasy.crg/spdbv/ 
3.70b15 































17 CA ASP 
18 C ASP 
19 0 ASP 
20 CB ASP 
21 CG ASP 
22 OC1 ASP 
23 002 ASP 
24 1H ASP 
25 2H ASP 
26 HA ASP 
27 HC ASP 
28 1HB ASP 
29 2HB ASP 
30 H02 ASP 
31 N ASP 
32 CA ASP 
33 C ASP 
34 a ASP 
35 CB ASP 
36 CG ASP 
37 001 ASP 
38 OD2 ASP 
39 1H ASP 
40 2H ASP 
41 HA .IISP 
42 HC ASP 
43 1HB .lISP 
44 2HB ASP 
45 HD2 ASP 
46 N ASP 
47 CA ASP 
48 C ASP 
49 0 .!lSP 
50 CB ASP 
51 CG ASP 
52 OD1 ASP 
53 002 .n.SP 
54 1H ASP 
55 2H ASP 
56 HA ASP 
57 HC ASP 
58 1HB ASP 








































































































































































































































































1. 00 99.99 

























ATOM 60 HD2 ASP 3 













SPDBVf 3 3 3 3 3 
SPDBV1 1. 00 1. 00 1. 00 1. 00 
SPDBVl 1. 00 1. 00 1. 00 
SPDBVb 0.00 0.00 0.20 
END 
0.347 -6.123 7.340 

























1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
Fichier d'alignement Alignementl. pir 































Fichier de modélisation, template.py 
Fichier contenant le code compréhensible par modeller pour effectuer la modélisation 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
# Step 5: model building 
# 
# This script should produce two models, Ifdx.B99990001.pdb and 
# 1fdx.B99990002.pdb. 
from modeller import * 
from modeller.automodel import * # Load the automodel class 
### Definition des variable d'environnment 
########################################### 
class mymodel(automodel): 
def special_restraints(self, aln): 
rsr = self.restraints 
51 = selection(self.chains['A']) .only_atom_types('CA') 
52 selection(self.chains['B']) .only_atom_types('CA') 
53 selection(self.chains['C']) .only_atom_types('CA') 
54 = selection(self.chains['D']) .only_atom_types('CA') 
55 selection(self.chains['E']) .only_atom_types('CA') 
56 selection(self.chains['F']) .only_atom_types('CA') 
57 selection(self.chains['G']) .only_atom_types('CA') 
58 = selection(self.chains['H']) .only_atom_types('CA') 
rsr.symmetry.append(symmetry(s2, 58, 1.0)) 
rsr.symmetry.append(symmetry(s2, 56, 1.0)) 
rsr.symmetry.append(symmetry(s2, 54, 1.0)) 
rsr.symmetry.append(symmetry(sl, 57, 1.0)) 
rsr.symmetry.append(symmetry(sl, 55, 1.0)) 
rsr.symmetry.append(symmetry(sl, 53, 1.0)) 









env = environ (rand_seed=-12312) 
env.patch_default = False 
# directories for input atom files 
env.io.atom_files_directory = './: .. /atom_files' 
env.io.hetatm = True 
templa = mymodel(env, 
alnfile = 'Alignementl.pir', # alignment filename 
119 
knowns = (' 2A 79s4_s6plus', 'anneau'), # codes of the templates 
'2J44', '1014', 'lAVA', 'lC7F', 'lCWY', 'lHXO', 'lJ8Q', 'lJ9G', '1595', 'lW5W', 'lXIN', 
sequence = 'template', # code of the target 





# index of the first model 
# index of the last model 
# (determines how many models to calculate) 
# has to >0 if more than 1 model 
# do homology modeling 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
Fichier nécessaire pour l'étape #2 
Fichier pdb template.pdb 
Fichier pdb hybride créer à l'étape #1, Kv1.2 avec le filtre de sélectivité de TRPV5 
Fichier d'alignement Alignement2. pir 














































Fichier de modélisation, trpv5.py 
Fichier contenant le code compréhensible par Modeller pour effectuer la modélisation 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
# Step 5: model building 
# 
# This script should produce two models, lfdx.B99990001.pdb and 
# lfdx.B99990002.pdb. 
from modeller import * 
from modeller.automodel import * # Load the automodel class 
### Definition des variable d'environnment 
########################################### 
class mymodel(automodel): 
def special_restraints(self, aln): 
rsr = self.restraints 
51 = selection(self.chains['A']) .only_atom_types('CA') 
52 selection(self.chains['B']) .only_atom_types('CA') 
53 selection(self.chains['C']) .only_atom_types('CA') 
54 = selection(self.chains['O']) .only_atom_types('CA') 
55 selection(self.chains['E']) .only_atom_types('CA') 
56 selection(self.chains['F']) .only_atom_types('CA') 
57 selection(self.chains['G']) .only_atom_types('CA') 
58 = selection(self.chains['H']) .only_atom_types('CA') 
rsr.symmetry.append(symmetry(s2, 58, 1. 0) ) 
rsr.symmetry.append(symmetry(s2, 56, 1. 0)) 
rsr.symmetry.append(symmetry(s2, 54, 1. 0) ) 
rsr.symmetry.append(symmetry(sl, 57, 1. 0)) 
rsr.symmetry.append(symmetry(sl, 55, 1. 0)) 
rsr.symmetry.append(symmetry(sl, 53, 1. 0) ) 
for ids in (('002:118:B', 'CAL:653:I'), 
('002:281:0', 'CAL:653:I'), 
('002:444:F', 'CAL:653:I'), 
( '002: 607: H " ' CAL: 653: l ' ) ) : 









log. verbose () 
env = environ (rand_seed=-123) 
env.patch_default = False 
# directories for input atom f11es 
env. io. atom_files_directory = './: .. /atonLfiles' 
env.io.hetatm = True 
trpv5 ~ mymadel(env, 
#trpv5 = automodel(env, 
alnfile 'Alignementl.pir', 
122 
* alignment filename 
knowns ('template', '2A79s4_s6plus',), # codes of the 
t emplat es, 'kv12s 4s5s61 ' , 'kv12s 4s5s62 ' , 'k v12s 4s5s63 ' , 'kv 12s4s5s6 4' 
sequence = 1 trpv5fin' , # code of the target 




trpvS .make () 
# index of the first model 
# index of the last model 
# (determines how many models to calculate) 
# has to >0 if more than 1 model 
# do homology modeling 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
Fichier nécessaire pour l'étape #3 
Fichier pdb trpv5fin.pdb 
Fichier pdb de TRPV5 sans raffinement sur les boucles extracellulaires 
Fichier de modélisation, loop2.py 
Fichier d'instruction pour la modélisation de novo des boucles extracellulaires liant S5 à l'hélice du 
pore et le filtre de sélectivité à S6. 
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
# Laap refinement of an existing model 
fram madeller import * 
from modeller.automodel import * 
lag.verbose() 
env = environ (rand_seed=-124) 
env.patch_default = False 
env.io.atom_files_directory 
env.io.hetatm = True 
'. /: .. /atom_files' 
# directories for input atom files 
env.io.atom_files_directory = './: .. /atom_files' 
def defsym(mdl, sell, se12): 
mdl.restraints.symmetry.append(symmetry(sell, se12, 1.0)) 
segsize = 217 #number of residues per chain 
# Crea te a new class based on 'loopmodel' so that we can redefine 
# select_loop_atoms (necessary) 
class myloop(loopmodel): 
# This routine picks the residues to be refined by loop modeling 
def select_loop_atoms(self): 
# 10 residue insertion 
sI selection (self. residue_range ( '84: B', '101: B' ) ) 
s2 selection(self.residue_range('120:B', '131:B')) 
s3 selection(self.residue_range('247:D', '264:D')) 
s4 = selection(self.residue_range('283:D', 
s5 selection(self.residue_range('410:F', 
s6 selection(self.residue_range('446:F', 
'294: D') ) 
'427: F' ) ) 
'457:F') ) 
s7 selection(self.residue_range('573:H', '590:H')) 
s8 = selection (self. residue_range ( '609: H', '620: H' ) ) 
return selection(sl,s2,s3,s4,s5,s6,s7,s8) 
def special_restraints(self, aln): 
s9 selection(self.chains['A']) .0nly_atom_types('CA') 
slO selection(self.chains['B']) .0nly_atom_types('CA') 
sIl selection(self.chains['C']) .0nly_atom_types('CA') 
s12 = selection(self.chains['D']) .0nly_atom_types('CA') 
s13 selection(self.chains['E']) .0nly_atom_types('CA') 
s14 selection(self.chains['F']) .0nly_atom_types('CA') 
s15 selection(self.chains['G']) .0nly_atom_types('CA') 
s16 = selection(self.chains['H']) .0nly_atom_types('CA') 
# s9 = selection (self. residue_range ( '84: B', '101: B' ) ) . only_atom_types ( 'CA' ) 
























m = myloop(env, 
inimodel='TrpvSfin.pdb', # initial model of the target 
sequence='TrpvS') # code of the target 
m.loop.starting_model= 102 # index of the first loop model 
m.loop.ending_model 112 # index of the last loop model 




























(Smal1 molecule da~a) 
Mean S~. dev 
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(Srnall rnolecu1e da-oa) 
Mea:1 St. dev 











































































































C3-CA-C (?l3E-CH1E-C (A~a) 110.5 1.5 
(H1E-CH1E-( (Ile, Th::-, Val) 109. l 2.2 
C?l2E-C;11[-( (the ::-est) 110.1 1.9 
N-CA-C NH :'-CH 1E-C (except Gly,Pro)111.2 2.8 
NH1-CH2G*-C (G1y) 112.5 2.9 
N-CH1E-C (Pro) 111. 8 2.5 
N-CA-CB NH1-CH1E-CH3E (A1a) 110.4 1.5 
NH1-CH1E-CH1E ( Il e , Thr , Va 1 ) 111.5 1.7 
N-CHIE-CH2E (Pro) 103.0 1.1 











































The sma11 mo1ecule data used in t~e above ana1ysis is from Engh & Buber (1991). The atom 1abe11ing fol1ows that used in the 
X-PLOR dic~io~a~y, with sorne additicnal atoms (ma~ked with an aste~isk) as defined by Engh & Huber. 






































10 A VAL 
21 A LEU 
22 A GLU 
27 A PHE 
84 B PHE 
91 B GLU 
107 B PHE 
112 BLEU 
162 B ALA 




185 C GL"J 
190 (P?lE 
249 D ILE 
275 D wEU 
288 i) VAL 
337 E THR 
353 E PHE 
,15 F GLN 
438 F LEU 
485 F IRP 
499 G VAL 
500 G THR 
502 G THR 
516 G PHE 
550 H MET 
572 HALA 
580 H GLU 
601 H LEU 




































13 A THR 
24 A PRO 
24 A PRO 
28 A ARG 
131 B TYR 
92 B ASP 
111 B GLU 
115 :3 THR 
163 :3 GLN 
176 C THR 
176 eTH? 
183 CLEU 
187 C PRO 
187 C ?RO 
191 C ARG 
251 J ?HE 
278 D TrlR 
289 D ASt'J 
341 E ALA 
354 E ARG 
418 F ASP 
441 F THR 
488 F ALA 
502 G TH? 
502 G THR 
503 G GLY 
517 G ARG 
554 H ASP 
573 H PHE 
583 H ASN 
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R A MAC HAN DRA N PLO T S T A T l S TIC S 
Residues in rnost favoured regions lA, B, L] 
Residues in additional allowed regions la, b, l, p] 
Residues in generously allowed regions [-a, -b, -l, -pl 
Residues in disallowed regions [XX] 
Number of non-glycine and non-praline residues 
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 
Number of glycine residues 
Number of praline residues 
















Based on the analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstrorns and R-factor no greater than 20%, a good 
quality model would be expected ta have QVer 90% in the most favoured regions [E,H,L]. 
STE R E 0 CHE MIS T R Y o F MAI N - CHA l N 
Comparison values No. of 
No. of Parameter Typical Band band widths 
Stereochemical parameter data pts value value width fram mean 
------------------------ -------- ---------
a. %-tage residues in A, B, L 572 89.9 88.2 10.0 0.2 Inside 
b. Omega angle st dev 644 3.8 6.0 3.0 -0.7 Inside 
c. Bad contacts 1 100 residues 32 4.9 1.0 10.0 0.4 Inside 
d. Zeta angle st dev 612 2.2 3.1 1.6 -0.6 Inside 
e. H-bond energy st dev 434 0.9 0.7 0.2 0.8 Inside 
f. Overall G-factor 652 -0.2 -0.2 0.3 0.0 Inside 
STE R E 0 CHE MIS T R Y o F S IDE - CHA l N 
Comparison values No. of 
No. of Parameter Typical Band band widths 
Stereochemical parameter data pts value value width from mean 
------------------------
-------- ---------
a. Chi-1 gauche minus st dev 93 8.6 l3.6 6.5 -0.8 Inside 
b. Chi-l trans st dev 217 9.4 15.3 5.3 -1.1 BETTER 
c. Chi-1 gauche plus st dev 218 8.6 l3.8 4.9 -1.1 BETTER 
d. Chi-l pooled st dev 528 9.0 14.3 4.8 -1.1 BETTER 
e. Chi-2 trans st dev 126 9.8 17.7 5.0 -1. 6 BETTER 
M 0 R R l S E T A L C L A S S l F l C A T l 0 N 
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Annexe C: Article portant sur le SCAM du filtre de 
sélectivité de TRPV5 (AJP Décembre 2007) 
Topology of the selectivity flUer of a TRPV channel: 
rapid access:ibility of contiguous residues from the 
external medium 
Yolaine Dodier, François Dionne, Alexandra Raybaud, Rémy Sauvé and Lucie 
Parent 
Am J Physiol Cell Physiol293: [962-1970,2007. First published Oct 17,2007; 
doi: [O.1152/ajpceJJ.OO406.2007 
Vou might find this additionaJ information usefuJ... 
Supplcmcnlal malerial for this article can be foulld at: 
hup://aj pcell.physiology .org/cgi/collienl/I'u 11/00406.2007 /DC 1 
This article cites 26 articles, J 4 of which you can access free at: 
hllp://ajpcelJ.physioJogy.org/cgih;olllellt/rU 1J/293/6/C J 962#8 J 8L 
Upduled inrormalion amI services including high-resolution figures, can be found at: 
hllp://a,ipceJ I.physiology .org/cgi/colltcnt/full/293/6/C 1962 
Additional material and inrorlllalion aboutAJP - CeU Physiology can be found at: 
http://www .the-aps .org/pu hl icatiol1s/aj pcell 
This information is CUITent as of December 12, 2007 . 
AJp· Ce// Physi%gy is dedicated to innovative approaches to the study of cell and molecular physiology. It is published 12 times 
a year (monthly) by the American Physiological Society, 9650 RockvilIe Pike, Bethesda MD 20814-3991. Copyright © 2005 by the 
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Topology of the selectivity filter of a TRPV channel: rapid accessibility 
of contiguous residues from the external medium 
Yolaine Dodier, François Dionne, Alexandra Raybaud, Rémy Sauvé, and Lucie Parent 
Département de Physiologie and the Membrane Protein Research Group, Université de Montréal, Montréal, Québec, Canada 
Submitted 5 September 2007; accepted in final form Il October 2007 
Dodier Y, Dionne F, Raybaud A, Sauvé R, Parent L. Topology 
of the selectivity tilter of a TRPY channel: rapid accessibility of 
contiguous residues from the external medium. Am J Physiol Cell 
Physiol 293: C1962-C1970, 2007. First published October 17, 2007; 
doi: 1 0.1152/ajpceI1.00406.2007.-The transient receptor potential 
type Y5 (TRPY5) channel is a six-transmembrane domain ion channel 
that is highly selective to Ca2 +. To study the topology of the 
selectivity tilter using the substituted cysteine accessibility method 
(SCAM), cysteine mutants at positions 541-547 were studied as 
heterotetramers using dimeric constructs that couple the control chan-
nel in tandem with a cysteine-bearing subunit. Whole cell currents of 
dimeric constructs D542C, G543C, P544C, A545C, and Y547C were 
rapidly inhibited by positively charged 2-(trimethyl ammonium)methyl 
methane thiosulfonate bromide (MTSMT), 2-(aminoethyl)methane 
thiosulfonate bromide (MTSEA), and 2-(trimethyl ammonium)ethyl 
methane thiosulfonate bromide (MTSET) reagents, whereas D542C, 
P544C, and A545C were inhibited only by negatively charged sodium 
2-(sulfonatoethyl)methane thiosulfonate (MTSES). [n contrast, the 
1541C dimer remained insensitive to positive and negative reagents. 
However, 1541C/D542G and 1541C/D542N dimeric constructs were 
rapidly «30 s) and strongly inhibited by positively and negatively 
charged methane thiosulfonate reagents, suggesting that removing two 
of the four carboxylate residues at position 542 disrupts a constriction 
point in the selectivity tilter. Taken together, these resu[ts establish 
that the side chains of contiguous amino acids in the selectivity tilter 
of TRPY5 are rapidly accessible from the extemal medium, in 
contrast to the three-dimensional structure of the selectivity tilter in 
K+ channels, where main chain carbonyls were shown to project 
toward a narrow penneation pathway. The 1541C data further suggest 
that the selectivity tilter of the TRPY5 channel espouses a specitic 
confonnation that restrains accessibility in the presence of four 
carboxylate residues at position 542. 
calcium; kidney; transport; cysteine; site-directed mutagenesis; elec-
trophysiology; methane thiosulfonate reagents; three-dimensional ho-
mol ogy modeling; ion channel; transient receptor potential 
TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL (TRP) type V (TRPV) channels 
belong to the six-transmembrane (6-TM) family of ion chan-
nels with both NH2- and COOH-termini located intracellularly 
(18). TRPVS (ECaCI and CaT2) and TRPV6 (ECaC2, CaTI, 
and CaT-L) play key roles in renal Ca2+ reabsorption and 
intestinal Ca2+ absorption, respectively. They both form a 
distinctive subgroup within the TRP family, as they show 
strong inward rectification, exhibit an anomalous mole-fraction 
effect, are activated by low intracellular Ca2+ concentrations 
([Ca2+]j), and are inactivated by higher [Ca2+]j (7, 9, IS). 
More importantly, TRPVS and TRPV6 are highly Ca2+ -selec-
tive channels. The negatively charged ASp542 residue [ASp54l 
in TRPV6 (23)] accounts for the high Ca2+ affinity of TRPVS 
Address for reprint requests and other correspondence: L. Parent, Dept. of 
Physiology, Universilé de Montréal, PO Box 6128, Downtown Station, Mon-
tréal, QC, Canada H3C 317 Ce-mail:  
(9) and is proposed to form the main binding site for divalent 
cations within the selectivity filter (9, 14). Assuming that 
ASp542 controls the pore diameter, the diameter of the selec-
tivity filter has been estimated to vary from S.4 Â (23) for 
TRPV6 to 8.S Â (2S) for TRPVS at physiological pH. Alto-
gether, these observations suppose that the negatively charged 
carboxylate groups of ASp542/Asp54t project toward the pore 
lumen and that the selectivity filter of TRPVS/6 is wider than 
in K+ channels. This structural arrangement wou Id contrast 
with the three-dimensional (3-D) structures of K+ channels, 
which show that the main chain carbonyls and not the side 
chains of the amino acids form the high-affinity K+ -binding 
sites within the selectivity filter (12, 26). 
Two extensive analyses of the outer vestibule of TRPVS and 
TRPV6 channels have been published using a combination of 
substituted cysteine accessibility method (SCAM) and com-
puter-based modeling (4, 23). The pattern of covalent modifi-
cation by hydrophilic alkylthiosulfonate methane thiosulfonate 
(MTS) reagents in TRPVS channels was found to support the 
predictions of a KcsA-based 3-D model, whereby the external 
vestibule encompassed a coiled structure called the turret 
connected to a small helical segment of IS amino acids called 
the pore helix followed by the selectivity filter (4). Nonethe-
less, key questions regarding the structure of the selectivity 
filter cou Id not be answered as the cysteine mutants at positions 
surrounding (and including) the high Ca2+ affinity ASp542 or 
ASp54l site were nonfunctional when expressed as homotet-
ramers in TRPVS (4) and TRPV6 (23) channels. 
To examine the topology of the selectivity filter, the acces-
sibility of nonfunctional residues was studied using tandems of 
covalently linked dimers. Based on the reactivity/accessibility 
to external membrane-impermeant MTS compounds of differ-
ent charge and cross section, we conclude that four consecutive 
positions in the selectivity filter, including the high-affinity 
Ca2+ -binding site ASp542, are easily accessible from the ex ter-
nal aqueous medium. In addition, the side chain of Ile541 , 
predicted to lie beneath ASp542, could be modified by MTS 
reagents provided that the side chain of ASp542 is substituted 
with a smaller and/or neutral residue. These results confirm 
that the side chains of the amino acids forming the selectivity 
filter are accessible from the external medium and that the 
selectivity filter of the Ca2+ -selective TRPVS channel is sig-
nificantly wider th an the selectivity filter of K+ -selective 
channels, as measured from the atomic coordinates of their 3-D 
structures. More importantly, our data using IS41 C/DS42G and 
IS4l C/DS42N dimeric constructs indicate that the selectivity 
filter espouses a specific conformation in the presence of four 
The costs of publication of this article were defrayed in part by the payment 
of page charges. The article must therefore be hereby marked "advertisement" 
in accordance with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact. 
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SCAM STUDY OF THE Ca'-·BINDING SITE IN TRPV5 C196:1 
carboxylale groups al position Asp'iü such thal removing two A 
of Ihe four carboxylaLe residues promotes the accessibility of Hind III Sac Il 
Ile5~ 1 10 MTS reagents. ~I-__ A __ ---,~QQQQQ~ 
MA TERIALS AND METHODS 
Sile-direcled mwagenesis of TRPV5. cDNAs coding for the wild-
lype rabbiL TRPY5 (GenBank AJ[3:1128) (6) channel were obtained 
as previously reponed (9). Point mutations in lhe TRPY5 channel 
were perfonned wilh 39·mer synthelic oligonuckolides using the 
Quick-Change XL·mutagenesis kil (Stratagene. La Jolla. CA). The 
C556S channel was used as a lem plate for ail cyslcine mutalions. as 
previously described (4). Briefly. lhe monomer control C556S channel 
did not undergo covalent modification by either 2-(aminoethyl)meth-
ane thiosulfonale bromide (MTSEA). 2-(lfimethyl ammonium)elhyl 
methane thiosulfonate bromide (MTSET), or sodium 2-(sulfonatoeth· 
yl)methane thiosul fonale (MTSES) while Lhe key biophysical fealllres 
of Lhe wild-type channel were preserved. namely. the steep inward 
rectificalion and high affiniLY for Ca2+ (4). Dimers were constructe<! 
by linking the MTS·insensitive C556S rescuing unit 10 nonrunclional 
cysleine mutant C.'i.'i6SIXXXC monomers. in frame. via a poly-
glulamine (GInS or QQQQQ) linker. as shown in Pig. lA. The linker 
and unique restriction site Sadi were engineered inlO subunit A (the 
C556S control subuniL) using PCR. eliminating the StOp codon in the 
proce-ss. PCR was also used LO insen the unique Sadi sile Onto 
the NH 2-tenninal and eliminating the sian ATG codon of subunit B. 
containing the nonfunctional cysteine mutant. The tandem was ob-
Lained by introducing subunil A into unique HindllVSacIl sites in the 
l'<l-h-temlinaJ of subunit B using standard recombinant DNA techniques. We 
thus obLained the following channel tandems (where underscores represenl 
links of IWO rnonomers and the "r shows 2 mutations on the same mono-
mer): C556S_C556S (channel dimer contrOl). C556S_154 IClC556S. 
C556S_L~ IOD542G1C556S, C556Sji4ICID542NIC556S. C556S_ 
D542C/C556S, C556S_D542G1G54.1CJC556S. C556S_G543CICS56S. 
C556S_D542G1P544C1C556S, C556S_P544CJC556S. C556S_A545C/ 
C556S. C556S_N546CJC556S. C556S_ Y547C/CS56S. C556S_L551C1 
C556S. C556S_P552CJC556S. and C556S_E522C1C556S. ConsD1.lcts 
C556S 154IOD542N1C556S. C556S 1541OD542G/C556S. C556S_ 
D542c1C556S. C556S D542G1G543C/C556S. and C556S_D542GI 
P544C/C556S include a carboxylaLe side chain aL position 542 in 
subunit A. whereas the carboxylate group was eliminaled t'rom sub-
unit B. The nucleotide sequence of each monomer (over 600 bp 
encompassing the S5-S6linker mcluding the C556S mutation) within 
the channel tandems was bidirectionally analy7.ed using aULOmatic 
sequencing by BioST (Lachine. QC. Canada), DNA conStructS 
were linearized at lhe 3'-end by 8amHI digestion. Run-off tran-
scri pIS were prepared using methylaled cap analog 
m'G(S')ppp(5')G and TI RNA polymerase with the mMessage mMa-
chine transcription kit (Ambion. Austin, TX). 
RecombiTUll!/ expres.sLon of TRPV5 cll(lJ!JU'ls. Surgery on female Xe-
nopus laevÎS clawed frogs (Universiry of Albert3. Edmonton, AB. Can· 
ada) was perfonned as previously described (2.9). cRNA was inje<:ted al 
a concentraLion of 4.6 ng/oocyte. TRPY5 dÎmer- or monomer-injected 
oocytes were incubaled at 18°C in Ca2+ -froc atld serum-free NaCI saline 
solution (100 m!VI) for 24-48 h before experiments were performed. 
Weslem blol alUllysis. Weslern blolS were perfonned on LOta 1 
membranes from X. iaevis oocyles obtained after two series of 
centrifugation. as detailed elsewhere (19), Proleins were analY7.ed on an 
8% SDS-PAGE gel usîng prima/)' antibody against the rabbit ami-raI 
TRPV5 (CaT2) chatlnel from Alpha Diagnostic (1: 1(0) and secondary 
horseradish peroxidase-conjugaled anti-rnbbit antibody (Jackson Immu-
noResearch Laboratories., WeSl Grove, PA; 1:25.000). The quality of the 
overall procedure was mon;Lored by Ponceau red staining. 
Whoie cell recordings. Whole cell currenlS were measured at room 
temperature with a two·ele<:trode voltage.clamp amplifier (OC-725, 
Wamer Instrumenls) as previously described (4. 9). Instantaneous 
currenl.voltage (1. V) relationships were measured using voltage 
+ HiMlll Sac Il 
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Fig. J. A: con,uuclion of d imeric Iransienl receplor polenlial Iype v 5 
(TRPV5) channel,. Dimeric con>trUCI, were general.ed by joining Ihe C5.'i6S 
,ubunil (,ubunil A) and Ihe nonfunClional C556StXXXC monomer lsubunil 
B), in frame. via a glulamine (Gln5) linker. B: We,lern blol of oocyte 10lal 
membranes. Ume 1. noninjecled oocyles; /.ane 2, TRPV5 C556S monomer: 
hmt' 3. TRPV5 C556S_C556S control dimer: lone 4. TRPV5 C556S_154 ICI 
C556S dimer; /an~ 5. TRPV5 C556S_D542CIC556S dimer~ /ane 6. TRPV5 
C556S G543CIC556S dimer; /an~ 7, TRPV5 C556S]544CIC556S dimer: 
wnl! II~ TRPV5 C556S_A545CIC556S dimer. The molecular masses of Ihe 
dimeric construcl, (166 kDa) were compalible wilh 2 x monomer shown al 83 
kDa. The primary anlibody was rabbil anli·ral TRPV5 (CaT2) from Alpha 
Diagno>1lc (1: 1(0). The darker band in the molecular mass scale indicale, a 
molècular mass of 75 kDa. The core and comple,\ glycosylaled forms 31e 
presenl for Ihe monomeric proleÎn and higher bands suggesl lhe presence of 
muliimeric form,. 
ramps from + 80 to - 150 m Y al a rate of 0.575 m y Ims from a 
holding potential of -50 mY. Under control conditions. l-V curves 
were recorded in the presence of nomma))y Ca2+ -free Li- solution 
containing (in mM) 120 LiOH, S EGTA, 2 KOH. and 20 HEPES 
titrated to pH 7.,l'i with methane sulfonic acid (9. 15). pCLAMP 
software (Clampex 8.1 and Clampex 9.2. MolecuJar Devices. Sunny-
yale, CA) was used for online data acquisition and signal analysis. 
Unless ,tated otherwise, data were sampled at 10kHz and low pass 
filtered aL 5 kH7. using the amplifier built-in Illter. Data were analY7.ed 
using Origin 7.0 (OriginLab. Northampton. MA) sofLware. Results are 
presenled as means ~ SE. An unpaired SllIdenls's l-leSl was used for 
statisticaJ comparisons. AffiniLy forCa 2 • was assessed from the Ca~'" 
block of whole ce Il Li'" currenLS as previously described (4. 9. 16, 17). 
The stability constants used to calculate the free Ca2 - concenlration 
werf taken from FabiaLo and Fabialo (5). 
SCAM. The chemical struclllres of lhe MTS reagents use<! in this 
sllldy are shown in Suppl Fig. 1. 1 MTSEA and MTSET were 
, Supplemental malerial for Ihis 3I1icle is availablc online al Ihe Amui<'lJ/l 
Jounwl of Physio/"ily·Ceil Phy,ioloilY websile. 
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C1964 SCAM STUDY OF THE Ca1'-BINOING SITE IN TRPV5 
purchased from Anatrace (Maumee, OH). 2-(Trimethyl ammoni-
um)methyl methane thiosulfonate bromide (MTSMT), 2-(trimethyl 
ammonium)hexyl methane thiosulfonale bromide (MTSHT), and 
MTSES werc purchased from Toronto Research Chemicals (Toronto, 
ON, Canada). Because MTS reagents are rapidly hydrolyzed (5-10 
min), they were always prepared fresh before use, as previously 
describcd (4, 22). Whole cell current traces were recorded in CaH -
free Li+ solution (see Whole cell currents) using voltage ramps 
imposed every 30 s up to 5 min after exposurc to MTS rcagents (4). 
A veraged whole cell current traces are shown for control conditions. 
30 s after bath addition of the MTS reagent, at 2 min, at 5 min, and 
after washout of the unreacted MTS reagent for 10 min with the 
control solution. ln addition to providing the MTS response over a 
wide range of potentials, voltage ramps allowed us to check for the 
presence of rectifying currents throughout the course of an experi-
ment. For most mutants, the graduai increase in nonspecific currents 
or leaky currents could be immediately assessed from the graduai 
disappearance of the trademark inward rectification of TRPY5 cur-
rents. Experiments where nonspecific leaks developed during the 
experiment were simply discarded. The percentage of inhibition of 
whole cell currents remaining after a 5-min exposure to MTS reagent 
was computed at a membrane potential of -150 mY after MTS 
washout compared with whole cell currents measured under control 
conditions before MTS application. Inhibition was deemed "signifi-
cant" at P < 0.01. 
Computer-predicted structure and homology modeling of the 
TRPV5 channel. We used the SAMT06 server to identify structural 
templates for the external vestibule of the TRPY5 channel. The 
SAMT06 server, which includes primary sequence alignment coupled 
wilh secondary structure fold alignment in its scoring function, pro-
posed Ky 1.2 (2A 79.pdb) as a structural template for the extemal 
vestibule of the TRPY5 channel between S5 and the end of S6. Both 
the KcsA-based (4) and Ky 1.2- based 3-D models agree with the same 
structural domains, although they differ slightly in their boundaries. 
Homology models based on the atomic coordinates of KcsA models 
arc believed to represent the structural features of a channel in the 
closed state (II). To more accurately represent the structural features 
of the TRPY5 channel in the open state (since SCAM dala are being 
gathered in the channel open state), we built a symmetrical 3-D model 
of the channel using the molecu lar coordinates of the tetrameric Ky 1.2 
channel (2A79.pdbl). Unlike the KcsA-based model (4), the Kyl.2-
based homology model predicts a wide inner vestibule with a bend at 
Leu573 in S6. The resulting outer vestibule encompasses three struc-
turai domains consisting of a coiled structure (Glu515 to Tyr526) 
connected to a small helical segment of 13 amino acids (527-PT ALF-
STFELFL T-539) followed by a distinct coiled structure from lIe541 10 
Asn'46 (selectivity flUer) that spreads until the beginning of S6 at 
Pr0552 • According to the alignment provided by SAMT06, the signa-
ture sequence GYGD in KI' channels is aligned without any gap with 
the IDGP sequence of the TRPY5 channel (Fig. 2). The selectivity 
filter of the Kv 1.2-based 3-D model includes lIe541 , suggesting that its 
side chain could be accessible from the extracellular medium. The 
KyL2-based model shows that the Ala545 to Cys556 linker region 
forrns a coUed structure considerably longer than predicted from the 
KcsA-based model (4). Modeling was carried out with Modeller 
version 9.1 (20), Spatial constraints were included to accommodate 
the four carboxylate groups of ASp542 and minimize interaction 
energy within the selectivity filter. InteralOmic distances within these 
carboxylate groups werc based on the crystal coordinates of calmod-
ulin using the average distance between CaH and carboxylate groups 
ofkey aspartate residues (2F3Y.pdb). This results in a selectivity filter 
wilh a diameter of 8-10 Â. (Co. to Ca), which is significantly larger 
than the diameter of 3-4 Â. estimated from the 3-D structure of 
crystallized K" channels. Because of the poor sequence homology 
between Ky 1.2 and TRPY5 channels in coiled regions, the two 
extracellular linkers (the S5 to pore helix Iinker called the turret and 
the selectivity liller 10 S6 linker) were modeled de novo using 
TRPV5 y PT A L F S T FEL F L Til DG PAN Y S VOL P F Mye 
KcsA Y PRA L WW S V E TA T T V G Y G D L - Y P V T L - WG Re 
M~K WTVSLYWTFVTIATVGYGDYSPSTPLGMYFT 
Kv1.2 1 PDAFWWAVVTMTTVGYGDMHPVT 1 - - -GGK 
---5-Jo-----··· .. 5'..iiï· .. ····· .. ···· 550 
Fig. 2. Primary structure alignment of the TRPV5 channel with K+ channels. 
According to the alignment provided by SAMT06. the signature sequence 
GYGO in K+ channels is aligned wilh the IDGP sequence of the TRPV5 
channel. Hence, Ihe high-affinity Ca2+ -binding site ASp542 is aligned with the 
y residue of the GYGO signature sequence regardlcss of the template used. 
The ove rail prediction score is, however. higher for the Ky l.2 channel 
(2A79.pdb). The numbers refer to the amino acid sequence of the rabbit 
TRPV5 channel. 
parameters provided by Modeller version 9.1 (20). Automated homol-
ogy modeling involved the generation of 150 models (see Fig. 8). The 
model with the lowest objective function and the lowest root me an 
square deviation compared with Ihe template was retained, and resi-
dues facing the external medium were minimized with the force fields 
included within the DlSCQYER module of INSIGHTII using a 
dielectric constant of 80 to take into acmunt the presence of solvenl. 
The structural qualily of the linal model was evalualed by PRO-
CHECK and ProQ. The 3-D rcpresentation of the TRPY 5 channel was 
generated with INSIGHTll software (Accelrys. San Diego. CA), as 
described elsewhere (4, 22). The atomic coordinates of the 3-D Ky 1.2 
homology-based model of the TRPY5 channel are provided at the end 
of the Supplemental Data. 
RF..sULTS 
Side chaim at the high-affinify Ca2+ -binding site are readily 
modified by MTS reagenfs. We have previously shown that 
modification of the side chain at position 542 exquisitely 
modified Ca21 affinity, suggesting that the aspartate residues 
lie in the middle of the permeation pathway (9). To confirm the 
orientation of ASp542 within the TRPV5 channel, the nonfunc-
tional D542C mutant (4) was functionally rescued by coex-
pression with the MTS-insensitive C556S subunit, indicating 
that the mutant-bearing D542C monomer coassembles with 
C556S control subunits. To investigate the accessibility and 
topology of the residues lining the selectivity nlter, tandems of 
dimers were constructed by covalently linking a monomer 
bearing the nonfunctional cysteine mutant with a monomer of 
the control channel. The dimeric approach was successfully 
used to map the dimensions of the external vestibule in the 
6-TM voltage-gated Kv 1.3 channel (1) and the cytoplasmic 
vestibule of Kir6.2 (3) and Kir2.1 (13) channels. Western blols 
perfonned on total membnmes under denaturating (~-mercapto­
ethanol) conditions showe<\ that six dimeric constructs (1541 C, 
D542C, G543C, P544C, and A545C including the control dimer) 
migmted with a molecular weight compatible with the fonnation 
of a covalently linked dimeric protein (Fig. lB). 
The control C556S dimeric construct (C556S_C556S) 
showed little inhibition by either MTS reagent including 
MTSEA, which is considered to be potentially membrane 
permeant (8) (Figs. 3A and 4 and Suppl. Table 1). In contras t, 
75 2: 7% (n = 4) of the D542C dîmer whole cell currents were 
inhibited by 1 mM MTSET wîthin 30 s of exposure. No further 
inhibition was observed after 5 min of perfusion (Fig. 3B). 
Similar inhibition of the D542C dimer by MTSEA and 
MTSMT demonstrated that the methyl chain of MTSMT is 
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Fig. :"\. 2-(frimethyl ammonium)ethyl melhane Ihiosul(onat~ bromide 
IMTSET) reaclivily o( D542C dimerie constructs. Wholc ccII currenl.~ were 
measured using a 450-ms ramp protocol (rom +80 10 - 150 mV in the 
presence of the Ca 2 ' -free control saline solution (120 mM liMeS + 5 mM 
EGTA). Currents were nonnalized 10 pc~k currenls measured al -150 mV 
under these control condil ions. 1 n A and 8. normal ized whole cell currenl 
traces (i/i,.,,,) were averaged (mean Currenllraces == SE: n = 4) and are shown 
for Ihe control condition (Ihick solid line) . 30 s after lhe bath addition of 
MTSET (70% gray) . a(ter 2 min of perfusion (50% gray). afler 5 min of 
perfusion (JO% gray). and after wash out of lhe unreacled MTSET (10% gray) 
for 10 min with lhe control solution. The thickness of Ihe traces therefore 
re/lCCls Ihe experimental variabilily o( Ihe melhane Ihiosulfonaœ (MTS) 
response. SEs tended tO be smaller in the absen~ of funclional modificalion. 
Membrane potential (Vm : in mV) is shown. A: whole eell cun"ents lhrough the 
control dimeric construCI C556S_C556S (CTRL) displayed a strong re<:tifica-
lion at positive voltages under control condilions. The control dimer was nOI 
covalently modified by a S·min perfll.<ion with 1 mM MTSET. B: ln COntraSI. 
Ihe C556S_C556S/D542C dimer was modified by a 30-s perfusion with 1 mM 
MTSET. NOie thal Ihe reetificaùon was not Ils pronounced as with Ihe D542C 
dîmeric cons.rucl. Inhibition was not revel'sed by washoui wilh Ca2+ -free 
conlrol saline solUlion ( 120 mM LiMeS + 5 mM EGT A). 
long enough 10 reach posilion ASp~42 and Ihal the small NH1 
he ad group of MTSEA is sufficienllo aven C31ion fluxes (Fig. 
4), Dependi ng on Ihe disrance of Asp542 f rom the ex lernal 
medium. il could also suggeSl that the pore is wide enough lO 
accommooale lhe S.8-Â head of MTSET. The inhibilion by 
MTSES was comparable wilh the ones reponed for posilively 
charged MTS reagenls, suggesling Ihal lhe lwo remaining 
aspartine residues al posilion 542 in Ihe letrameric chalUlel did 
nOI repel Ihe negalively charged head group of MTSES. ln 
addition, funcLional ex pression of lhe DS42C dimer signifi-
canlly decreased Ca2~ affinilY from an IC'iI) of 2.2 :±: 0.4 j.LM 
(n = 9) (9) for the wild-lype channel to an lC~ of 150 :±: 6 j.LM 
(n = 5) in addilion to a lessening of inward rectificalion. as 
expecled since ASp~~2 is the key high-affinilY Ca2~ -binding 
sile as weil as one of Ihe key siles for lhe Mg2+ -induced 
yolLage-dependenl block Ihal is responsible for channel inward 
reclificalion (10, 14). The decrease in Ca1+ aftinilY was 
roughly 5- 10 10-fold !ower lhan reponed elsewhere for the 
tetrameric DS42N mULalion (9), suggesling thal Ihe four car-
boxylale groups found al posilion 542 in lhe symmelrical 
lelrameric channel work in an addirive fashion 10 form lhe 
high-affinilY Ca2• obi nding sile. Permeation propenîes of 
D542C were also allered. The mean open lime increased 
signilicanlly, and lhe single channel condUClance of the D542C 
dîmer was significanlly reduced from 46 = 3 pS (n = 5) for lhe 
control dimer 10 28 ::!: 1 pS (n = 2; Suppl Fig. 2). The laller 
probably accouOlS for the observalion lhal whole cell currents 
generaled by lhe DS42C dimer remained significanlly smaller 
than for most TRPV5 mulalions (Suppl. Table 1). 
Residues in the selectivity fi/ter are easily accessible 10 
positive/y charged MTS reagents. As already shown elsewhere, 
mOSl cysleine mutalions in lhe seleclivilY fi Iler failed lO express 
whole cell currenlS when expressed as homoletramers (4). 
Information regarding lhe accessibilily of lhe side chains al 
lhese posilions was thus lacking. AccessibililY of Ihe residues 
lining lhe seleclivity tiller (I541C 10 Y547C) was Ihus analyzed 
using dimeric constructs (4). One of the key biophysical 
fealures of lhe control C556S subunil, namely, lhe sleep inward 
reclificalion. W3S preserved in alllhe dimeric construClS hUI for 
Ihe D542C conSlruCl, suggesling thal Ihe seleclivilY ti Iler was 
nOl grossly disloned by the cysleine mutation. ln addilion, 
30-50% of whole cell Li + currenls gcncrared by cysleine 
dimeric construC1$ were inhibiled by 1 J.LM free Ca2+ _ a value 
Ihal is similar 10 Ihe wild-Iype channel (9). Significant inhibi-
rion of dimers was observed al four conseculive posilions from 
542 lO 545 and al posilion 547 afler exposures lO posilively 
charged MTS reagenls (MTSET, MTSEA. and MTSMT: Figs. 
4 and 5, Suppl. Fig. 3. and Suppl. Table 1). Figure 5 shows 
average I-V curves measured al 30 S. 2 min. 5 min, and afler 
MTSET washoul. Maximal inhihilion was achieved wilhin 30 s 
oi exposure lO MTSET (Fig. 5) for G543C, P544C, and 
AS4SC. lncubalion periods as long as 5 min dîd nol increase 
lhe sleady-stale inhibition for eilher construcl. lnhibilion by 
shoner chain MTSMT was al once rapid «30 s) and complele 
for ail lhese construCIS. MTSEA inhibilion was generally 
slower for ail conslrucLS bUI PS44C, reaching a maximum after 
a 2-min exposure and failing 10 increase afler aS-mi n incuba-
lion period (Suppl. Fig. J). Longer chain MTSHT. wilh a hexyl 
MTSMT c..:::: MTSES -MTSET -MTSEA 
: ) Dimer CTRL 
DlmerY547" 
.-




'=-r-------"' Dîmer G543C"' 
'4 Dîmer D542C ,. 
Dîmer 1541C 
100 80 60 40 20 0 
% Inhibition 
Fig. 4 . Hlslogram of percentages of whole cell correnl inhibition of dimers in 
the seleclivily liller by exlracellular MTS reagenrs (S-min e~posure). He.-
erotetr~mcrs D542C, G54.1C. P544C, A545C, and Y54 7C obLained by injec-
lion of cRNA encoding for .andem mUlanlS were signilicanlly inhibiled by 
a S-min e~pOSure 10 1 mM 2·(aminoethy1)melhane thiosulfona.e bromide 
(MTSEA), MTSET, and 2-(trimethyl ammoniumlmethyl mcthane Ihiosulfon-
ale bromide (MTSMT). In contrasl, whole cell currenl "aces of Ihe conlrOl 
dimeric consllUCI (CTRL). 1541 C. and N546C oblained by injection of cRNA 
encoding for landem mutants were relalively slable when exposed 10 lhe same 
perfusion with Ihe same reagenls. MTSES, sodium 2-(sulfonaloelhyl)methane 
tlùosul fanale. lnhibillon > 25% was decmcd to be signi licanl al P < 0.(1) t and 
is shown by the doued line. ··Inhibilian of dimenc mUlanl construclS by 
MTSET was sLalisrieally significanl al P < 0.001. 
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Fig, 5. MTSET reaetivlly ofTRPV5 d,merie COOSlIUCIS in Ihe sdeClivily tiller, Ac whoJe cell curreOlS through the C556S_CSS6S/GS43C dîmer were SlfonJ;.ty 
inhibited by perfusion wllh ! mM MTSET, 8: whole cell CUrrenLS through ,he CS56S_C.~56S1P'\44C dîmer were SlIonj;ly inhibi,ed by perfusion Wilh 1 mM 
MTSET C: whole cell currents Ihrough lhe CS56S_C556S/A54SC d'mer were sign,ficanily inhibiled by perfUSIon with 1 mM MTSET. In ail case., inhibitIon 
was maximum after JO s of perfusion and could no, be reversed by perfusion with lhé conllol saline solul;oo 1120 mM liMeS + 5 mM EGTA). MTSET inhibition 
of G543C, P544C, and A54SC dimeric conSlIUCIS was 69 ::': 4% (II = 6),85 ::': 5o/r (II = 4). and 54 ::': ~% (II = 4) of Ihe control currents, E~perimental conditions 
were as described in Fig. 3, ln A-C, averaged wf>ole cetl currenllfaces (mean currem traces = SE: TI > 4) are shown for the conllol condilion (thicl'. solid line), 
JO s after the bath addition of MTSET (70% gray), after 2 min of perfusion (50% gray), Mler 5 min of p~rfusion 00% gray), and after wash oui of the unreaCled 
MTSET 00% gray) for tO min wilh the conllol solution. V," (in mV) is shown, NOle thatthe wid\h of the current traces renects the smalt experimenlilJ vilriation 
(SE) between independenl experiments. 
chain spanning a distance of 14.5 Â compared with 8.9 Â for 
MTSET (3), produced a similar inhibilion of the four consec-
utive dimeric conSlfUcts from 0542C to A545C (Suppl. Fig. 4). 
Altoge!.her, these data suggest thal the volume of the head 
group [N(CHJh vs. NH~l was more important for sleady-Stale 
inhibition than the length of the alkly chain (ethyl vs, melhyl), 
Positions 542, 543, 544, and 547 were seen to be inhibiled to 
the same extent by ail positively charged MTS reagents, 
whereas inhibition of A545C was signi ficantly (P < 0.00 1) 
stronger with MTSMT, which bears a methyl chain thal is 
shoner than the elhyl chain of MTSET. This result suggests 
a superficial location for the cysteine-subsLi tUled 545 position 
such Ihal the lfimethyl amine head would he more effective to 
inhibit ion fluxes when tethe..w on a chain shoner by 1-2 Â. 
Altogether, these resulLs indicale that the four conliguous 
positions in the selectivity filler of lhe TRPV5 channel are 
accessible to positively charged MTS reagents from the eXler-
na] medium. No inhibition was observed with 1541 C and 
N546C tandem conSlruCts with eîther positiveJy or negalively 
charged MTS reagenLs (Fig. 4). The absence of modification at 
position 546 indicates lhat 546C is ei!.her not accessible from 
the aqueous medium or thal covalent modification by MTS 
reagents does nOI impede ion penneation lhrough Ihe TRPV5 
channel. unlike its neighbors 545C and 547C. 
Reactiviry 10 negative/y charged MTSES is residue depen-
denl. Significant inhibilion by negatively charged MTSES was 
obtained al posilions D542C, P544C, and A545C bUl nOl al 
positions 543 and 547 (Fig. 4, Suppl. Fig. 5, and Suppl. Table 
1). The reasons for the absence of inhibition by MTSES al 
these positions are not known. Nonetheless, given thal MTSES 
reactivity was absenl in the entire pore helix region (p527-
T539) (4), the inhibition of some cysleine mutanlS by MTSES 
in the selectivity filter confirms thal lhe seleclivity filler be-
haves like a wide open coiled structure. 
Invesligalion of Ihe role of carboxyla/e side chnins in con· 
Irolling MTS access 10 the selectù·ity ftlter. Although presumed 
to be part of Lhe selectivilY filler, the 1541C dimeric construCl 
showed no significant inhibition by eilher positively or nega-
tively charged MTS reagents (Fig. 4). Three possible interpre-
tations can account for this resuJt: 1) Ile SoIt is located too deep 
within the /liter to be accessible from !.he external medium Wilh 
the e!.hyl chain of MTSET; 2) lIe~41 faces the inLracellular 
cavi ty; or 3) the presence of the large aspaJ1.ate residue (J 1 1 
Â J) nearby (ASp54~) blunts access to MTS reagents. Il can 
indeed be argued that the presence of four charged carboxylate 
residues in !.he native channel al pOSition 542 hinders access of 
MTS reagents lO 1541 C. MTS reactivity of dimeric 1541 C was 
thus investigated in the 1541 CfD542G dimeric construct, where 
both [541 C and 0542G are produced on the same subunit. 
0542G has already been shown to express large inward Li+ 
currents (9). As shown in Figs. 6 and 7, the 1541CfD542G 
dimeric construct was significanLly inhibiled by MTSEA, 
MTSMT, MTSET, and MTSES, Hence, the side chain at 
position 1541 is pOlentially accessible from the eXlernal me-
dium providing lhat the carboxylate side chains of Asp54 2 do 
not hinder MTS accessibiJÎly. The presence of Ihe smaller and 
neutral glycine (48 Â~) in the selectivilY fi Iter at two of lhe four 
positions occupied by aspanale residues in Lhe wild-type chan-
nel could improve accessibility by lessening sleric hindrance, 
decreasîng lhe negative eleclrostalic charge in the fi lter, or hy 
reducîng both. In regard 10 electrostatics, the net negaù ve 
charge of the selectivilY Illter could improve access to posi. 
tively charged MTS reagents. whereas il could repel negati vely 
charged MTSES. EleclfOstalic effects were addressed by 
studying the MTS inhibition of dimeric construc(s 0542GI 
G54JC and 0542G/P544C. If negatively charged carboxylale 
groups modify the electrostatic environmenl, it is expected lhat 
the inhibition by positively charged MTS reagents will de-
crease, whereas lhe inhibition by negatively charged MTSES 
could be enhanced, by the D542G mutation. As can be seen 
by comparing Figs. 4 and 7, replacement of LWO of the four 
carboxylale residues by hydrogen atoms at position 542 did not 
significantly affect Lhe steady-state inhibition by either MTS 
reagenl. allhough Lhe rate of modificalion was altered. J n 
panicular. introduction of the neutral glycine residue al posi-
tion 542 failed lO improve the sleady-staLe inhibition of G543C 
by negatively charged MTSES, ruling out a signi/lcanl contri· 
bution of Asp54 2 in !.he MTSES reactivity of side chain resi· 
dues in the upper section of the selec(ÎvîLY /liter. NoneLheless, 
these data confirm lhat G54JC and P544C are closer to the 
eXlracellular medium than ASp542, as predicted by KcsA- and 
Kv 1.2-based 3·0 models. 
To investigate the role of Slenc hindrance in the accessibil ily 
of 1541C. !.he MTS reactivity of !.he 1541CfD542N dimeric 
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Fig. 6. MTSET reactivi.y of 1541C dimeric constructS. A: whole cell currents through lhe C.~56S_C,'i56S/[54IC dimer were nOI funcrionally modified by a ,'i-mon 
eXp05ure to 1 mM MTSET. B: whole cell currents .hrough the C.~56S_C556S/l54IC/D542G dimér were strongly inhibi'éd by perfusion with 1 mM MTSET 
wilhin :l0 s of perfusion and maximally inhibiled af.er 2 min . C: whole cell currents through the C556S_C556Sfl54 1 C/D542N dimer were strongly inhibited by 
perfusion with 1 mM MTSETwilhin JO s of perfusion and maximally inhibited afler 2 min . ln ail cases. inhibilion could not lx reversed by washoul of Ihe re~gent 
wilh Ihe control saline solUlion (120 mM LiMeS + 5 mM EGTA). The panern and time course of MTSET inhibilion were similar for 1541CID542G and 
154IC1D542N construcis. Experimen.al condilions were as describc:d in Fig. 3. ln A-C. DverDged whole cell current Iraces (mean currenl traces:!: SE) are shown 
for the control condition (Ihick solid li ne). 30 s afler the bail> addition of MTSET (70% gray). Dfta 2 min of perfusion (50% gray). after 5 min of perfusion (:l0% 
gray). and afler wash ou. of Ihe unreacted MTSET (10% gray) for 10 min wilh the control solUlion . V.n (on mV) is ~own, 
conStrucl was evalualed (Fig. 6) . In this conslruCI, Ihe aspan.ate 
(III À J) at position 542 was replaced wilh neutral hut polar 
asparagine (114 À ~). Figure 7 shows th al accessibilily to 
posilively charged MTSET and MTSMT reagenlS was compa-
rable wi th the one measured in the 1541 Cl05420 cOnSlrUCI, 
suggesting steric hindrance alone cannOl explain the complele 
lack of reactivity of lhe simple 1541 C dimeric construcl. 
Nonelheless, steady-state inhibitions of 1541 C/0542N chan-
nels by MTSEA and MTSES were Jess important Ihan Ihal 
observed with lhe I541CID5420 dimeric construct. suggesling 
thal the slruclure of Ihe selectivilY filter was somewhal differ-
enl in lhe presence of the D542N versus 05420 mutalion . We 
(4) have previously shown I540C to be insensilive 10 funClional 
, MTSMT == MTSES - MTSET - MTSEA 
... _iiiiïii •• iiiiÎl DS42G 1 P544C"' 
! D542C" 
. D542G / 1541C·· 
D542N / 1541C" 
100 80 60 40 20 o 
% Inhibition 
Fig. 7. Hislogram of percenlages of whole cell current inhibilion of dimers in 
the seleccivily /iller by I!xtracellular MTS reagents (5-min exposure). Hel-
erOletramers 154 1 CID 542N. 1541C1D542G. D542C. D542G/G543C. and 
D542G1P544C were obtained by injec.ion of cR NA encoding tandem mu.antS. 
as described in Fig. 1. Inhibiùon by 1 mM MTS was measured at - 150 m V 
aher a 5-min e~posure 10 1 mM MTS reagems followed by washoui . as 
previously described . Inhibition peaked after 3. 30-s exposure to positively 
charged MTSEA . MTSET. and MTSMT at ail positions under Ihese condi-
tions. whereas inhibition by negalively chMged MTSES developed over a 
S-min period . Substitution of the negatively charged asparl3.le residue by 
0542G improved the reaClivity of 154IC 10 positively and negalively charged 
MTS reagenls bUI did not aller .he modi tl cation of G54JC and P544C 10 MTS 
reagents. Substitulion of Ihe negatively charged aspanate residue in 0542 N did 
nOI aller Ihe reactivicy of 1541 C to MTSET and MTSMT bUI decrcased slighlly 
modification by MTSEA and MTSES compared wilh lhe D542G/l541C 
construcl. Inhibition > 25% was deemed 10 be significanl al P < 0.01 and is 
shown by the dotled line. ""Inhibition of dimeric conStruclS by MTSET was 
slatislically significam at P < 0,00 1. 
modification by MTS reagents. but we were unable lO deler-
mine if this resulted from the presence of Asp~~2 as lhe 
1540C/05420 channel was nonfunclional as homoletramers 
(Suppl. Table 1). 
Siructural features of the externLIl linkers in Ihe TRPV5 
cha lin el. Our previous work has already eSlablished lhe relalive 
accessibilily of residues al posilions 548, 549, and 550 within 
lhe linker connecling lhe selectivily 1111er 10 S6, but cysleine 
mutanlS 551 C and 552C were not functional as homotetramers 
(4). When assessed using tandems of di mers, 551 C and 552C 
were sLrongly inhibiled by posilively charged MTS reagents 
(Suppl. Fig. 6 and Suppl. Table 2). This resuh suggeslS that Ihis 
region predicled lO form a coiled SlruClu re is nOI only acces-
sible from the extracellular medium but that residues al posi-
tions 551 and 552 could he localed close enough to the 
permeation palhway to inhibit monovalenl cation fluxes . Save 
for posilion 551, inhibition by negalively charged MTSES 
remained near absent in Ihe region_ These data contrasl wilh 
the absence of reaclivily from the N546C dimeric conslrucl, 
which is predicled from the 3-D model 10 be doser 10 the 
permeation palhway than bOlh positions 551 and 552. 
The SLrOngeSl and faslesl inhihilions of cysleine-suhslituled 
side chains in the outer pore were nonetheless reported with the 
homotetrameric E522C channel (4) localed in Ihe S5 lO pore 
helix linker, a region Ihal is predicled 10 lie away from Ihe 
permeation pathway (Suppl. Fig_ 7). To evaluate whether the 
extenl of inhibilion was cOnLIolled by lhe number of cysleine 
residues present in lhe outer pore, we measurcd Ihe MTS 
reaclivily of E522C dimers. Sirong inhibilions were ohserved 
wilh both positively and negatively charged MTS reagenls 
(Suppl. Fig. 8). Taken logelher, these dala highlighl the limi-
tations of using compuler-based homology models 10 piclure 
the 3-D struclure of coiled regions such as eXlraceJlular linkers. 
DISCUSSION 
We are report herein Ihe resullS from the tirsl sludy 10 
invesligale Ihe struclural fearures of the selectivity filler in a 
TRP channel. Ali the nonfunctional cysleine mutants of the 
selectivity filter that were nonfunClionaJ when expressed as 
homOletramers (4) were shown 10 express whole cell cUlTents 
when expressed as tandems of dimers. This slrategy avoids 
sorne of lhe pilfalls associaled wilh rescue experiments where 
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the nonfunClional cysleine-bearing subunÎI is rescued by coex-
pression wilh the funclional wild-lype subunit. The laller, 
based upon mixing two independenl cDNAs (23), is likely 10 
produce helerogeneous lelrameric channels wilh various sub-
unil combinalions (0:4 to 4:0). This. in lum, limîts the inter-
pretation of Ihe dala, especially in the absence of functional 
modificalion, which could as easily resull from the poor ac-
cessibility of residues as from lhe absence of a cysteine-bearing 
subunil in a tetrameric channel. 
The side chains of four consecutive positions in lhe selec-
tivily filler from ASp~d2 to Ala~4.~ and Tyr~47 were shown to be 
easily accessible from the eXlemal medium. In addition, lhe 
lJe~d 1 posilion became accessible when two of the four car-
boxylate residues al position 542 were replaced by eilher a 
smaller glycine residue or a similarly sized but neulral aspar-
laie residue. The inhibilion of the IS4ICID542N dimeric con-
Slruct by positively and negaLiveJy charged MTS reagenls ruled 
OUI sleric hindrance as the sole determinant of accessihilily 
within lhe selectivity filter. In panicular, lhe rapid modification 
of Ihe I541C/D542N dimeric conslruci by negalively charged 
MTSES suggesls thal lhe residue at posilion 541 is nol much 
in~uenced by lhe local eleclrical field, It could be speculated 
lhallhe seleclivity fil ter espouses a specifie conformalion in the 
presence of four carboxylale residues such lhat disrupling Ihe 
ring with t wo neulral aspanale residues promotes lhe accessi-
bilily oflle~41 lO MTS reagenls. This interpretalion reSlS on lhe 
assumpLion, upon which reSlS any SCAM analysis, mal lhe 
cysteine substilution does not alter the orientation of the side 
chain. Togelher Wilh the 3-D model of Ihe TRPv5 channel in 
the open SLale, our daLa funher suggesl that Ihe side chains of 
I1e54 1 and ASp542 could be polentiaJly accessible both from the 
exlracellular and intracellular medium, a conclusion Ihat could 
simply not be reached from the lepee-shaped KcsA-based 
models of TRPV5 (4) and TRPV6 (23) channels. Il is already 
known lhat inward rectificalion is caused in pan by the hinding 
of inlernal Mg2• 10 lhe aspanate residue wilhin lhe Seleclivily 
filler (24). It thus remains to be seen whelher the bulky side 
chain of isoleucine cou Id ilself influence the diffusion of 
internai divalent cations that are believed 10 reach ASp542 from 
Ihe inlracellular medium and block oUlward currenLS in a 
vollage-dependenl manner (24). 
According 10 lhe Kv 1.2-based mode! of the selecllvilY filler 
(Fig. 8), ASp~42 wouJd be equivalenl lO the SI hîgh-affinilY 
K· -binding sile in lhe high-resolulÎon KcsA slructure (26) and 
subsequent 543, 544, and 545 positions would be located in the 
eXlracellular linker lhal follows lhe selecLivily filler and pre-
Fig. S, Homology-based model of pore region S5-S6 in lhe TRPV5 channel. 
A: ribbon Lhree-dimensional represemalion of Ihe TRPV5 channel obl3.ined by 
homology modeling wi1h lhe cryslal coordinales of K.l ,2 channel SlJucture 
(2A 79.pdb 1) as Ihc lemplâle. The ,ide view of the pore reglon is shown wilh 
ollly 2 of !he 4 subunÎls being displayed. The exlracellular medium faces Ihe 
10p. The backbone structure is in cyan, side chains are in blue. and a single 
calcium ion is shown in red al Ihe ASp'4l posilion (piclLlred in bail and slick 
represem.alion). Aulomaled homolo~y modeling was performed wilh Modeller 
version 9.1 and involved !he generallon of 150 modeJs of Ihe TRPV5 channel 
using 2A 79.pdb as !he 1emplate, ln 1he resuhing mode!, !he GYGD porc motif 
of K' channels is aligned wi!h !he IDGP mOLif of Ihe TRPV5 channel. 
lmeralOmÎc distances between Cah and !he high-aftiruly ASp<42 sile were 
ba>ed on Ihe ~Iomic coordinales belween Cal, and Ihe carboxylale side chains 
of aSparLale residues in calmodulin (2F3Y,pdb). The diameler (8.5 Â) was 
measured al Lhe level of ASp·'-'2 belween the Cc. of Ihe opposing residues. The 
overall structural quali1y of the model was evalualed by PROCHECK and 
ProQ. B: dClailcd view of Ihe selectivÎIY tiller of Ihe TRPV5 channel belween 
lIe"o and Cys'''', Side ch3ins are shown in bail and slick representalion (Ile""'. 
yellow: Ile"". r~>d: Asp'"'~. bl ue; G Iy "",\. green; Pro 'M, while; and A la""', 
purple). A calcium ion is shown in orange. C: 10p view of Ihe 4 subunils shown 
wilh Ihe calcium ion (red) in Ihe middle of 1he SlJuclure. Amino acid residues 
are in blue. and main chains are in cyan. A-C were genermed wilh INSIGHT 
II. 
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cedes S6. A superficial location for the cysteine-substituted 
545 residue poised at the extracellular mouth of the channel, as 
shown in our current Kv l.2-based model, could account for the 
stronger inhibition observed at position 545 with short-chain 
MTSMT compared with MTSET. The equivalent position in 
the TRPV6 channel (A544C) was also shown to be signifi-
cantly modified by positively charged MTSEA and MTSET. In 
addition, we demonstrated that negatively charged MTSES 
could modify side chains at positions 542, 544, and 545, 
indicating that the local electrical field does not repulse nega-
tively charged reagents in this region. These observations 
suggest the presence of large number of water molecules 
dampening down the effect of the electrical field in this region 
and could be explained if these residues are facing and/or 
bathing in the external medium, as suggested by the 3-D 
mode!. 
Remarkably, cation Iluxes through N546C remained unaf-
fected by the covalent modification by MTS reagents. Our data 
suggest that this residue adopts, in average, a position that is 
not facing the permeation pathway such that modification by 
any MTS reagents rcmained silent and failed to modify ion 
fluxes. The resolution of our 3-D model in the linker regions is 
too low to reprcscnt a val id picture of the channel conforma-
tion. Even with high-resolution X-ray data, the positions of the 
atoms as weil as the projection of the si de chains in the coiled 
linkers remain less precise than in helicodial regions. These 
limitations of the 3-D model are also illustrated with the 
SCAM data of the L551 C and E522C dimeric constructs. Both 
positions are predicted to lie away from the permeation path-
way, yet both positively and negatively charged MTS reagents 
produced fast and complete inhibition of cation fluxes when 
covalently Iinked to any of these positions. Taken together, 
these SCAM data are a sharp reminder that 3-D models must 
be validated with functional data. 
Although the TRPV5 channel is an atypical TRP channel, 
the conclusions from our work could be safely extended ta the 
related TRPV6 channel. There are only two substitutions in the 
primary sequence of the selectivity filter, with a serine to 
aspartate substitution at position 548 and a cysteine to serine 
change at position 556 from the TRPV5 to TRPV6 channel. 
Position 548 was studîed elsewhere in a purely symmetrical 
tetrameric channel and was shown to remain insensitive to 
MTS inhibition in TRPV5 (4) and TRPV6 (23) channels. The 
second substitution was eliminated in the context of our SCAM 
experiments, as C556S was the template for ail our constructs. 
Hence, although long speculated, this is the first study to 
clearly demonstrate that the side chains of the aspartate residue 
key for forming the high-aftinity binding site for Ca2+ in 
TRPV5 or TRPV6 channels are accessible to MTS reagents 
from the eXlracellular medium. While the selectivity tiller of 
the related TRPV6 channel has been previously studied by 
SCAM (23), D541C in the TRPV6 channel remained nonfunc-
tional when tested as a rescued subunit. 
Our SCAM data on the lle54 1 to Ty~47 region could suggest 
that the selectivity filter of the TRPV5 channel is much wider 
than the selectivity filter of K+ channels, similar ta the non-
selective cationic NaK channel (21). It cou Id also suggest that 
this whole region is closer to the eXlracellular medium and 
shorter than the selectivity fi 1 ter of K+ channels, with Asp542 
being equivalent to the SO K+ -binding site instead of the SI 
site. Such a model cou Id be obtained by introducing gaps in the 
primary sequence alignmcnt such that ASp542 would be aligned 
with the underlined valine in the GYGDVY sequence. This 
question may form the basis for future structural studies of 
TRPV5/6 channels. 
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SUPPLEMENT AL MATERIALS AND METHODS 
Single-Channel Recordings. Cell-attached single channel recordings were carried out at room 
temperature using an Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices, formerly Axon Instruments, 
Sunnyvale, CA) after removing the oocyte vitelline membrane in a 250 mM KCl hypertonic solution as 
explained previously (13). Patch pipettes were pulled from borosilicate capillaries using a Narishige 
pipette puller (Mo dei PP-83) and used uncoated. Pipette resistance ranged from 4 to 5 Mn. Oocytes were 
bathed in an iso-K solution (in mM): 150 K-Aspartate, 10 EGTA, 5 MgClz, 10 HEPES, at pH 7.4 to zero 
membrane potential. Unless specified otherwise, the membrane potential in the cell-attached configuration 
is expressed as -Vpip, where Vpip is the pipette applied potential in mV. Single-channel conductance for 
Na+ was measured with a pipette solution consisting of (in mM): 140 NaOH; 10 NaCl, 10 EGTA, 10 
HEPES titrated to pH 7.3 with Na-Aspartate. Recordings contaminated by cation-permeable stretch 
channels (27) were immediately discarded. TRPV5 channels were identified based upon the strong current 
rectification at positive voltages. Data acquisition was performed using a Digidata 1322A system 
(Molecular Devices, formerly Axon Instruments, Sunnyvale, CA) coupled to the PClamp software at a 
10.0 kHz sampling rate with the low-pass filter set at 1 kHz. Five (5)-s voltage pulses were applied from a 
holding potential of 0 m V from -150 to +80 m V (10 m V steps) at a frequency of 1 Hz. Data analysis was 
carried out with Clampfit 9.2 (Molecular Devices, formerly Axon Instruments, Sunnyvale, CA) using the 
automatic detection of events function with a threshold set at -1.5 pA. Current levels were determined by 
fitting to a sum of Gaussians the current amplitude histogram obtained for each current recording. Single-
channel conductance was measured between -150 and -80 m V and estimated by linear regression in Origin 
7.1 Results are presented as mean ± S.E.M. Unpaired Students's t-test was used for statistical comparison. 
SUPPLEMENT AL RESUL TS' 
The structural features of the selectivity fllter -to-S6 linker region in TRPV5. Our previous work has 
already established the relative accessibility of residues at positions 548, 549, and 550 but cysteine 
mutants 551 C, and 552C were not functional as monomers (9). When assessed using tandems of dimers, 
positively charged MTS reagents were found to inhibit strongly 551 C and 552C (Suppl Fig 6; Suppl Table 
II). This result suggests that this region predicted to form a coiled structure is not only accessible from the 
extracellular medium but that residues at positions 551 and 552 could position themselves close enough to 
the permeation pathway to inhibit ion fluxes. Save for position 551, inhibition by the negatively charged 
MTSES remained near absent in the region. 
FIGURE LEGENDS FOR SUPPLEMENT AL FIGURES 
Supplemental Figure SI. Chemical structures of MTS reagents. The chemical structures of MTSEA 
(2-(aminoethyl) methane thiosulfonate bromide); MTSET (2-(trimethyl ammonium) ethyl methane 
thiosulfonate bromide); MTSMT (2- (trimethyl ammonium) methyl methane thiosulfonate bromide); 
MTSHT (2-(trimethyl ammonium) hexyl methane thiosulfonate bromide); and MTSES sodium (2-
(sulfonatoethyl) methane thiosulfonate) are shown. MTSEA bears a simple -NH3 group in contra st to the 
trimethyl group -N(CH3)3 in the other positively charged MTS reagents. In the latter ones, the alkyl chain 
increases from the methyl to the hexyl chain with MTSMT (methyl) < MTSET (ethyl) < MTSHT (hexyl). 
Positively charged MTSEA and MTSET are roughly 1 nm-long (9 A) before reaction with the cysteine 
group but differ substantially in their van der Waals diameters of 4.6 A (cross-section area of 20 N) and 
5.8 A (cross-section area of30 N) respectively (16). Each methyl group added in the alkyl chain increases 
the length of the chain by roughly 1.3 A so MTSMT should be 8.0 A long versus 14 A long for MTSHT 
with a van der Waals diameter of 5.8-A. MTSES is roughly 1 nm-long with a van der Waals diameter of 
5.8 A. MTSET and MTSES are predicted to be of similar length and diameter although they differ in 
charge. 
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Supplemental Figure S2. Secondary structure alignments of TRPV5 with K+ channels. The relatively 
good primary sequence homology (38%) at the primary structure level in the Y526-L551 region may 
account for the observation that the high-affinity ci+ binding site D542 is aligned with the Y residue of 
the GYGD signature sequence regardless of the template used. The overall prediction score is higher for 
the Kv1.2 channel (PDB 2A79). The numbers refer to the ami no acid sequence of the rabbit TRPV5 
channel. 
Supplemental Figure S3. Single-channel recordings of wild-type and dimeric TRPV5 constructs. A. 
Cell-attached single channel recordings of the D542C dimeric construct at -Vpip = -140 mV. The dotted 
line indicates the c10sed state of the channel. Experiments were carried out in the presence of a 150 mM 
K-Aspartate in the bath and 140 mM Na-Aspartate in the patch pipette. Scales are 2 pA and 100 ms. B. 
Cell-attached single channel recordings of the C556S dimeric control construct at -Vpip = -140 mV. C. 
Cell-attached single channel recordings of the TRPV5 wild-type channel at -Vpip = -140 mV. 
Experimental conditions are similar in A, B, and C. The open channel probability was significantly higher 
for the D542C channel but the single-channel conductance was about half of the control channels. D. 
Single channel conductance of the 2 control channels was measured between -Vpip of -150 and -50 m V 
(10 mV steps). Each data point was the average ofn ~ 4 experiments. The small currentjumps ofD542C 
coupled with its high open channel probability limited the determination of its single-channel conductance 
between -150 and -100 mV. 
Supplemental Figure S4. MTSET reactivity of the TRPV5 dimeric constructs in the se1ectivity flUer. 
A. Whoie-cell currents through C556S _ C556S / G543C dimer were strongly inhibited by perfusion with 1 
mM MTSET. B. Whoie-cell currents through C556S_C556S / P544C dimer were strongly inhibited by 
perfusion with 1 mM MTSET. C. Whoie-cell currents through C556S_C556S / A545C dimer were 
significantly inhibited by perfusion with 1 mM MTSET. In aIl cases, inhibition was maximum after 30 s 
perfusion and could not be reversed by perfusion with the control saline solution (120 mM LiMeS + 5 mM 
EGTA). MTSET inhibition of the G543C, P544C, and A545C dimeric constructs was 69 ± 4 % (n = 6),85 
± 5 % (n = 4), and 54 ± 3% (n = 4) of the control currents. Experimental conditions were described in 
Figure 2. In each panel, averaged whoie-cell current traces (mean current trace ± S.E.M (n = 4)) are shown 
for the control condition (black), 30 s after the bath· addition of MTSET (70% gray), after 2 min of 
perfusion (50% gray), after 5 min perfusion (30% gray), and after washing out the unreacted MTSET 
(10% gray) for 10 min with the control solution. Membrane potential Vm is shown in mV. 
Supplemental Figure S5. Histogram of the percentage of whole-cell currents inhibited by 1 mM 
MTSHT applied in the extracellular medium. The percentage of inhibition was evaluated at -150 mV 
either after a 30-s exposure or after a 5-min exposure followed by extensive washout of the MTSHT 
(MTS-hexyl-N(CH3)3). Heterotetramers (D542C, G543C, P544C, and A545C) obtained by the injection of 
the tandem mutants were significantly inhibited by a 5-min exposure to 1 mM MTSHT as compared to 
control monomeric C556S and the control dimeric C556S C556S construct. The 20-30% inhibition 
observed for both control channels in the presence of MTSHT can be accounted in part to the vehic1e 
solution (2% DMSO) that is shown here for the control dimeric C556S _ C556S channel. Inhibition of 
monomeric T539C and I540C and dimeric I541C constructs were not significantly different than the 
control channels. In contrast, 1 mM MTSHT caused an 80 ± 3% (n = 3) inhibition of A545C currents 
within 30 s ofexposure. The threshold for significant inhibition (p < 0.01) was set at 45% as shown by the 
dotted line. Statistical significance is shown for the 30-s measurements with * p < 0.01; ** P < 0.00l. 
Supp1ementa1 Figure S6. Histogram of the percentage of whole-cell currents inhibition of TRPV5 
cysteine mutants in the fllter to S6 region. Inhibition was measured at -150 mV after extensive washout 
with the control saline solution following a 5-min exposure to the given MTS reagent. MTS inhibition for 
heterotetramers (CTRL, L551 C, D542G / L551 C, and P552C) is presented along data obtained by the 
injection ofmonomers S548C, V549C, and D550C. P552C was significantly inhibited by 1 mM MTSEA, 
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MTSET, and MTSMT whereas inhibition by MTSES was negligible. In contrast, L551 C was inhibited by 
positively and negatively charged MTS reagents alike. To note, the inhibition profile of L551 C was not 
altered by the introduction of D542G in the same subunit (dim D542G / L551 C). The threshold for 
significant inhibition (p < 0.01) as compared with the control dimeric construct was set at 30% as shown 
by the dotted line. The inhibition of dimeric constructs by MTSET was statistically significant at p < 
0.001 for mutants marked with a double asterisk **. 
Supplemental Figure S7. Predicted positions of highly reactive 522 and 551 positions in TRPV5. A. 
Ribbon three-D representation of the homology-based model of TRPV5. Side view of the channel pore 
with the extracellular medium facing the top of the figure. Only two subunits are shown for clarity. The 
backbone structure is in blue and a single Ca2+ ion is shown in red at the ASp542 position (pictured in blue 
ball-and-sticks representation). Leu55 \ is shown in magenta and Glu522 is shown in yellow. B. The 
selectivity filter of TRPV5 between Ile540 and Ala545 is shown enlarged from Panel A. The backbone 
structure is in turquoise and a single Ca2+ ion is shown in red at the ASp542 position (pictured in blue ball-
and-stick representation). Leu55 \ is shown in magenta and Glu522 is shown in yellow in the ball-and-sticks 
representation. Figures were generated with INSIGHT II. 
Supplemental Figure S8. Comparison of the MTS reactivity of monomeric versus dimeric E522C 
constructs. Histogram of the percentage of currents inhibited by a 5-min exposure to either 1 mM 
MTSET, MTSEA, or MTSES reagents. Inhibition was measured at -150 mV followed by extensive 
washout of the MTS reagent. MTS inhibition of the E522C monomer was reported previously (8). 
Heterotetramers were obtained by the injection of the tandem C556S _ E522C / C556S mutants. Inhibition 
by 1 mM MT SES was lower for the E522C dimeric construct versus its monomeric version but was still 
deemed statistically significant. These data demonstrate that the high reactivity of E522C was not caused 
by forcing 4 cysteine residues at this position or conversely that only 2 cysteine residues are required for 
functional inhibition by MTS reagents. ** p < 0.001. 
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Supplemental Table J. Covalent modification ofTRPVS mutants in the selectivity flIter 
Peak % Inhibition I-V Mutants Reet eurrents (~A) MTSEA MTSET MTSES MTSMT 
TRPV5(ECaC1) Yes -19 ± 2 (32) 22 ± 7 (7) 86±2(4) 14 ± 2 (7) n.d. 
wt 
C556S Yes -23 ± 3 (17) 10 ± 18 (9) 8 ± 3 (5) 4± 4 (4) o ± 1 (4) 
monomer 
C556S_C556S Yes -18±2(33) 21±5(12) 1 ± 3 (4) 1 ± 3 (13) 5 ± 5 (4) dimer 
C556S /T539C 1 NIE NIE NIE NIE NIE NIE D542G mono 
C556S 11540C 1 NIE NIE NIE NIE NIE NIE D542G mono 
C556S 11541C Yes -18 ± 2 (24) 15±2(4) 22±5(10) 4 ± 2 (4) 26 ± 4 (4) dimer 
C556S 11541C 1 
± -15 ± 2 (13) 65 ± 10(3) 92.2 ± 0.6 (3) 90 ± 4 (4) 90 ± 5 (4) D542G dimer 
C556S 11541C 1 
± -20 ± 2 (17) 57±3(4) 85 ± 2 (4) 45 ± 9 (3) 88 ± 2 (6) D542N dimer 
C556S 1 D542C 
± -4.9 ± 0.9 (21) 63 ± 9 (8) 75±7(4) 57±3(3) 74 ± 4 (5) dimer 
C556S 1 G543C Yes -8±2 (17) 66 ± 5 (4) 69 ± 4 (6) 12 ± 11 (5) 70±2(4) dimer 
C556S 1 G543C 1 
± -15± 2 (25) 75 ± 6 (4) 70 ± 4 (3) 4 ± 7 (13) 48 ± 5 (5) D542G dimer 
C556S 1 P544C Yes -10±2 (16) 85 ± 4 (3) 85±5(4) 43 ± 9 (5) 86 ± 7 (4) dimer 
C556S 1 P544C 1 
± -9 ± 1 (22) 66 ± 2 (4) 60 ± 5 (7) 52 ± 3 (6) 55 ± 9 (5) D542G dimer 
C556S 1 A545C Yes -14 ± 2 (24) 52 ± 6 (9) 54±3(4) 42 ± 5 (8) 84 ± 2 (3) dimer 
SUPPLEMENTAL TABLE 1. Covalent modification of TRPV5 mutants in tbe selectivity fdter. Current-voltage 
relationships were measured from +80 to -150 m V in the presence of the nominally Ca2+ -free Lt solution (see Materials and 
Methods). Whole-cell peak currents were measured in the Li+ solution at Vm = -150 mV. The whole-cell current-voltage 
relationships rectified ("I-V rect" colunm) strongly at positive voltages except for 0542 mutants. Oocytes were perfused for 
5 min with either 1 mM MTSEA, MTSET, MT SES, and MTSMT. Unreacted MTS reagents were washed out for 5 min with 
the L/ control solution. The percentage of inhibition was computed at V m = -150 m V after washing MTS reagents. Data for 
TRPV5 wt and C556S monomer were published previously (8). Data are shown as mean ± S.E.M with the number n of 
distinct experiments in parentheses. NIE: non-express or; n.d.: not determined. 
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Supplemental Table II. Covalent modification of TRPV5 mutants in the ~dt:diyit.Y fiUer to S6 loop 
Peak % Inhibition 
Mutants I-V eurrents Reet (J.'A) MTSEA MTSET MTSES MTSMT 
C556S_C556S Yes -18 ± 2 (33) 21±5(12) 1 ± 3 (4) 1±3(13) 5 ± 5 (4) di mer 
C556S 1 N546C Yes -25 ± 2 (26) 15 ± 2 (7) 19 ± 11 (7) 16 ± 7 (7) 18 ± 5 (5) dimer 
C556S 1 Y547C Yes -7±1(14) 74±2 (3) 65 ± 6 (4) 6 ± 6 (3) 75±6(4) dimer 
C556S 1 S548C 
monomer 
Yes -24±4(12) 19±7(3) 4 ± 6 (3) o ± 8 (3) 31±8(4) 
C556S 1 V549C 
monomer 
Yes -33 ± 2 (15) 46 ± 10(3) 47±5(4) 39 ± 5 (3) n.d. 
C556S 1 D550C 
monomer Yes -13 ± 1 (14) 73 ± 5 (6) 37±2(4) 19±4(4) n.d. 
C556S 1 L551C Yes -13 ± 1 (14) 88 ± 1 (3) 83±5(4) 83 ± 1 (4) 90 ± 2 (3) dimer 
C556S 1 P552C Yes -10 ± 1 (19) 61 ± 1 (3) 69±2(4) o ± 2 (3) 72 ± 3 (9) di mer 
C556S 1 F553C 
monomer 
Yes -15±6(6) 47±7(5) 16±3(4) 20 ± 4 (4) n.d. 
C556S 1 M554C Yes -20 ± 2 (17) 3 ± 2 (4) 6 ± 3 (4) 8 ± 8 (4) n.d. 
monomer 
C556S 1 Y555C Yes -21 ± 5 (5) 
rescue 
n.d. 18 ± 8 (5) n.d. n.d. 
SUPPLEMENTAL TABLE II. Covalent modification of TRPV5 mutants in the selectivity fiUer to 
S6linker region. CUITent-voltage relationships were measured from +80 to -150 mV in the presence of 
the nominally Ca2+-free Lt solution. Whole-cell peak currents were measured in the Li+ solution at Vm = 
-150 mV. The whole-cell current-voltage relationships of these mutants rectified strongly at positive 
voltages as indicated by the information in the "1-V rect" column. Oocytes were perfused for 5 min with 
either 1 mM MTSEA, MTSET, MTSES, and MTSMT. Unreacted MTS reagents were washed out for 5 
min with the Lt control solution. The percentage of inhibition was computed at Vm = -150 mV after 
washing out MTS reagents. Data for S548C, V549C, D550C, F553C, and M554C were published in part 
previously (8). Data are shown as mean ± S.E.M with the number n of distinct experiments in parentheses. 
n.d.: not determined. 
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Supplementarv Figure 53. 
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Annexe D : Contribution de l'étudiant 
Pour ce qui est de l'article présenté en annexe dans ce mémoire, l'étudiant a 
effectué l'intégralité des expériences de patch clamp et l'intégralité de la 
modélisation. Les résultats de voltage imposé par double électrode ont été obtenus 
en partie par lui et en partie par Volaine Dodier. L'étudiant a testé sur les 
constructions suivantes; C556S_C556S, C556S_C556S+1541 C+D542G, 
C556S_ C556S+1541 C+D542N, C556S _ C556S+D542G+G543C, 
C556S_C556S+G543C, C556S_C556S+D542G+P544C et 
C556S C556S+P544C. 
Tous les dimères ont été construits par Volaine Dodier et Alexandra 
Raybaud. Par contre, l'étudiant a effectué la biologie moléculaire associée à un 
projet de SCAM intracellulaire du pore de TRPV5. Le projet a finalement été 
abandonné. Dans le cadre de ce projet, l'étudiant a aussi fait de la culture 
cellulaire. 
L'étudiant a aussi effectué de la modélisation sur les segments S5 et S6 de 
Cav2.3 et sur le site de liaison à la calmoduline de Cav2.3. 
